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PRESENTACON
 

Desde el inicio de sus operaciones en 1972, el Centro Internacional de Ia Papa 
(CIP) se comprometi6 a proveer c3pacitaci6n en actividades de producci6n de 
papa a los programas nacionales de los parses en desarrollo. La actividad m4s 
requerida fue capacitaci6n en Virologia debido a su importancia en Ia 
producci6n de semillas de papa y a que el control de las enfermedades 
causadas por virus es posible por metodos preventivos, pero no por m6todos 
curativos. Un buen conocimiento de las entidades virales y de los m6todos de 
detecci6n son instrumentos fundamehtales para el control. 

A trav6s de los ahios Ia Unidad de Virologfa del CIP ha desarrrllado un 
conocimiento profundo sobre los virus que afectan a Ia papa, y tambien ha 
adaptado o desarrollado m6todos ultrasensitivos para su detecci6n. El 
conocimiento sobre estas tecnicas ha sido transferido a los programas 
nacionales de pafses en desarrollo mediante capacitaci6n individual o cursos de 
virologia, y los detalles t6cnicos han sido entregados a los participantes en 
presentaciones orales o en breves informaciones escritas. 

Concientes de Ia necesidad de una fuente permanente de informaci6n, los 
miembros de Virologfa hemos compilado, mejorado y editado este manual 
tecnico que describe Ia mayorna de las t6cnicas que en nuestros laboratorios 
han demostrado ser adecuadas, y que han sido probadas numerosas veces en 
los laboratorios de muchos parses. En ningu'n momento creemos que esta 
inforinaci6n suple a Ia contenida en libros o en revistas cientfficas. Mas bien 
intentamos que esta informaci6n comp',emente Ia existente con t6cnicas o 
modificaciones que han sido exitosas en nuestro iaboratorio. 

Adem~s, el haber compilado Ia informaci6n en fasciculos sueltos permite 
facilmente poner al dfa Ia informaci6n cuando sea necesario, reduciendo Ia 
necesidad de publicar nuevas ediciones revisadas. 

Los materiales aqui tratados cubren un rango amplio de t6cnicas para 
idontificaci61 .aracterizaci6n deteciu'n y control de virus. 

El staff que particip6 en Iapreparaci'n de este manual fue liderado por el Dr. 
Upali Jayasinghe con colaboraci6n especial de los siguientes miembros del 
laboratorio de Virologfa: Charlotte Lizarraga, Christian Delgado, Segundo 
Fuentes, Ciro Barrera, Ernesto Velit, Jose Rocha, Maddalena Querci, Ida 



Bartolini, Miguel Cervantes, Miguel Espejo, Vidal Lazarte, Carlos Chuquillanqui, 
Josefina Nakashima, Ilse Balbo, Marco A. Meza y Jaime Arellano. 

La incorporaci6n de textos, diserho de computaci6n y dibujo lo hicieron gracias 
al excelente trabajo de Gianinna Brigneti, tambi6n agradecemos al 
Departamento de Capacitaci6n y Trcnsferencia de Tecnologia y a la Unidad de 
Comunicaci6n del CIP por su apoyo y colaboraci6n durante varias etapas de la 
producci6n y publicaci6n de este manual. 

Los miembros del Departamento de Virologia dedican este manual al Dr. 
William J. Hooker, un pat6logo quo allan6 el camino para obtener grandes 
logros en Virologia, tanto en el CIP como internacionalmente. 

Dr. L. F.Salazar 
Jefe del Dpto. de Patologfa 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

2.0 TRANSMISION 

Fasciculo 2.1 Transmisi6n de Virus de Plantas 

Los virus pueden ser transmltdos do diferen-
tes formas: 

1.Mec~nicamente 
2. Por Injerto 
3. Por propagacl6n vegetativa 
4. Por la semllla botdnlca 
5. Por el polen 
3. Por ciscuta 
7. Por vectores 

I. Tanhmlsl6n MechnIca 

Par que sea posible la transmisl6n mecdnica 
es necesarlo que exista una herda prevIa en la 
planta y que so produzca el contacto del jugo 
celular Infectado con una c6lula sana. Las 
hedas deben ser muy pequefhas, como las quo 
son el resultado de quebraduras de pelos; en 
condictones naturales la transmlsl6n tlene lugar 
por el contacto entre hojas quo se rozan. S61o 
un nimero reducido de virus son dlseminados 
en la naturaleza por contacto (rMV, PVX, PVS, 
APMV, APLV y PSTVd). 

A) Transmisl6n por contacto entre tubdrculos 
o brotes de tub6rculos do papa 

Algunos virus pueden diseminarse cuando 
los tub6rculos sanos, especalmente si estdn 
brotando, se ponen en contacto con tub6rculos 
Infectados en el almac6n. Tambl6n ocurre 
transmlsl6n cuando los tub6rculos son cor-
tados antes do la slembra. 

B) Transmlsl6n por contacto entre hojas y 
rafces 

Bajo condiclonesde campo el PVX y el PSTVd 
pueden ser fdctlmente transmitldos a plantas 
sanas que estdn en contacto con plantas enfer
mas. El vlento, que favorece el contacto entre 
plantas, Incrementa las posibilidades do 
dlsomlnaci6n de estos virus. 

Este tlpo de dlsernnac16n depende do varlos 
factores como la susceptibildad del cultivar, la 
virulencla do la vartante del virus, el estado do 
fertilidad del cuhlivo, el espaclamlento entre ls 
surcos y la distancla entre las plantas, adem~s 
do otros. 

Aparentemente, la transmlst6n por contacto 
es m~s frecuente en Invemaderos que en con
diciones de campo. Esto qulzds depende del 
estado flsol6glco de las plantas, las cuales son 
ms jugosas y =susceptibles bajo condiciorn 
de Invemadero. So ha observado la transmislc, 
de PVX por contacto entre rafcos, pero no exlste 
tal evidencla par otros virus do papa. 

La t6cnica do transmisi6n mechnica mds 
popular es frotar of jugo provenlente de alguna 
planta Infectada sobre hojas do plantas sanas. 

Para un ensayo tipico de transmlsi6n 
mechnlca so debe contar con el sigulente 
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material: mortero con su pil6n, hisopos de 
algod6n, abrasivo, teJldo vegetal Infectado con 
virus y buffer de Inoculacl6n. Se coloca al tejldo
vegetal dentro de un mortero y se le arcade de 
1a 10 ml de solucl6n amortlgusdora porgramo 
do teJido. Las soluclones amortiguadoras 
comnmente usadas son fosfato, citrato y 
borato en concentraclones de 0,01M a 0,1M y 
a pH do 6 a 9 pam estabilizar al virus. 

El tejldo es macerado en el mortero. El 
In6culo s aplicado sobre la superficle do las 
hojas do plantas J6venes, las cuales se espol-
vorean previamente con un abrasivo como el 
carburo de slilclo (Carborundum), 6xido de 
aluminlo (Corund'jm) o tlerra de dlatomeas 
(Celfte) do 600 mesh. El abrasivo puede ser 
espolvoroado usando un tubo quo contlene 
atado una malla en su extremo o usando un 
asperjador. La apllcacl6n del in6culo so hace 
pasando suavemente sobre las hojas un hlsopo 
do algod6n oel dodo fndico humedecido con 01 
In6culo. Las hojas Inoculadas son enjuagadas 
can agua y colocadas en un Invornadero. Los 
morteros usados son lavados y colocados en 
un dep6sito con lelfa al 1%y posterionnente 
enjuagados. Luego son colocados en una es-
tufa a 1500C duranto 3 horas. Posterlormente 
estos morteros pueden ser nuevamenteusados. 


En los hospoderos con leslones locales, los
 
sfntomas aparecen con frecuencla al cabo de 3
yel ntmero dolesonea7dfas a m~sa 7 fasoy el ms~mer do asleslones es 

proporclonal a la concentracl6n del virus en la 
savle. 

En los hospederos Infectados 
slstm[camente, los sfntomas comnmente tar-
dan entre 10 y 14dies omAs pare desarrollarse. 
Ocaslonalmente, las misrnas plantas pueden 
mc rAar al principlo leslones locales y posterior-
mnte sfntamas slst6mlcos. 

La lnaculaclbn mec~nica modlante 
pulverizacl6naalta presl6n ha sldo efectlva con 
varios virus yes tll cuando so necesita Inocular 
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un gran ni~mero de plantas con un determinado
 
virus.
 

La pistala pulverizadora es MI par inocular
 
plantas individuales; con este m6todo so Incor
pora arededor de 1%do Carborundum fino al
 
In6culo y se agita para mantenerlo en
 
suspensl6n durante la Inoculacl6n. So aplica la
 
pulverlzacl6n a una presl6n entre 50 y 75
 
lb/pulg2 , y se mantlene la boquilla a 2-5 cm do
 
la superficle do la hoja. Esta tdcnlca Os utilizada
 
en el tamizado para resIstencla a virus (PVX,
 
PVY).
 

Existen algunas sustanclas en los tejldos de
 
la planta quo son factores llmftantes on el 6xlto
 
do la transmlsl6n:
 

a) Inhibldores de la Infeccl6n
 
b) Inactivadores de las partfculas virales
 

. 

I 
I1 

a.:..-2114'04 ,1 -'= 04gto-' .. '3i = 's.s 
lIIhOldal Dihldal 

w 3)to 'Jar1"h itio. %0r1sMi J"* do p3..t g 

Efocto do la diluclbn do la savla Infectada en01nimero do loslonos locales producidas en 
plantas indicadoras. 

a) Inhibidores do la lnfocci6n 

Sn sustanclas presentos en muchas plantas 
So rucna presen en lauches lantas 

y quo reducen Ia lnfecclbn en la inoculacl6n. 
Al molor las hajas clertas sustanclas, coma 

los Inhibidores quo se encuentran en la vacuola 

celular, son Iiberadas con la savla. So cree quoacttandedosforms: 
- e do Iasu 

hospeder o 
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- Interflrlendo con el proceso do Infeccl6n. 

El efecto del Inhibldor se puede contrarrestar 
haclendo dluclones del In6culo o utilizando 
algunas sustanclas quo atrapen al Inhibldor 
(esto es algo dfficil porque en muchos casos no 
so conoce la naturaleza del Inhibidor). 

Al diluir la savla Infectada, el efecto del In-
hibldor tlende a desaparecer ms rdpidamente 
quo la Infectlvidad del virus. 

Cuando el Inhibidor es extraldo 
qufmicamente da la savla la Infeccl6n sa res-
tablece, porI0tanto, este no tiene n~ngin efecto 
sobre la part(cula viral, sino sobre el proceso do 
Infeccl6n. 

b)Inactlvadores do la part(culas virales 

Coxldasa 

"'..hb 

Produccl6n do quinonas por oxidacl6n de los 
polfenoles presentes en la vacuola celular. 

Son compuestos formados parla oxidacl6n 
d los plifenoles (presentes en las vacuolas) 
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que entran en contacto con las enzimas presen
tes en el citoplasma y quo so oxidan al macerar 
los teJldos. 

Las qulnonas son compuestos muy t6xicos 
quo pueden destruIr algunas protefnas: actan 
a nlvel de las subunidades protelcas del virus, 
exponlendo el dcldo nuclelco a las 
ribonucleisas (enzima muy comn en el relno 
vogetal). Basta una sola ruptura en el dcklo 
nuclelco viral pars qua este deje da ser inhiec
tlvo. El Inactivador act6a sobre el mlsmo virus 
(1o Inactiva permanentemente) y su efecto no 
desapareco al realizar diluclones. Las quinonas 
dan odgen a reacclones posterlores que for
man compuestos pigmentados oscuros 
(melanina). 

El efecto do los Inactivadores so puede con
trarrestar do la slgulente manera: 

- Con antloxidantes, qua complten con el 
polifenol porel 02, reduclendo la proporcl6n de 
qulnonas. Algunos do los mds utillizados son el 
2-mercaptoetanol, el dcldo asc6rblco, ;a cls
tefna, el blsulfito de sodlo y el ticido tioglic6lico. 
Se utllizan an proporclones do 0,1 a 1%. 

- Con sustanclas qua capturan poilfenoles 
como cafefna, nicotina, A1203 y PVP (pollvinll
plrrolidona). So utllizan en proporcl6n do 10% 
p/p. 

- Con inhlb;dores de la enzima polifenolcomo DIECA (0,001 a 0,01 M)que es un 

agente quelante (captura lones de Cu). 

Algunos do estos productos son agregados 
en los buffers do homogrunelzado durante !A 
proceso do purificacl6n de virus, ya quo 
tambln producen la ruptura do teldos. 

11.ftansmls16n por Injorto 

El Injerto es una t6cnlca en !Nque las super
flcles cortadas do los tejidos do diizente plan
tas se ponen en Intlmo contacto, de manea que

establezca la unl6n. 
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Todos los virus que son slst6mlcos en su 
hospedero pueden ser transmftidos, con mayor 
o manor facilidad, medlante Injertos. Debldo a 
ello el Injerto ha sido denominado come el 
m6todo universal de transmisl6n do virus. 

El lnjerto es OtN para los virus restringidos al 
floema, los quo no se transmiten me-
c~nlcamente, los virus cuyos vectores no son 
atin conocldos o pars detectar virus quo so 
encuentran en baJas concentraclones. 

El uso de Injertos a veces results en menos 
do un 100% do transmisl6n. Esto puede 
deberse a la Inhabilidad del virus do traspasar 
la zona do unl6n. En algunos casos puede ser 
que Iaplants fuente do virus no est6 totalmente 
invadida y la porcl6n usada pars Injertar puede 
haber estado libre do virus (por dlstribucl6n 
Irregular del virus). 

La transmlsl6n exitosa depende do las 

Piopledades del virus y do la unl6n del Injerto. 
Un virus como el PLRV, quose limits al sistema 
vascular, puede transmitlrse s6lo cuando so 
unen Iou teJldos vasculares; mientras que un 
1.4rus quo afecta s6lo el pardnqulma es m~s fdcll 
do transmitir, pues depende s6lo de la uni6n do 
la corteza o medula. Los virus muy contagioscs 
como el PVX yTMV s6lo roquleren del contacto 
mec~nlco entre el trozo injertado y portaln-
Jerto. 

Existen diversas formas do reallzar el Injerto: 
de p0a, de cufia, de aproximaci6n, do yema y 
do lnsercl6n do cilindro en tub6rcuios de papa 
(Injerto de coraz6n). 

- Injerto de cutia. So hace un corte diagonal-
mente hacla el centro del tallo do Iaplants sara. 
So corta una porcl6n do la ptanta infectada on 
forms do cufla y so coloca en ;A corte del tallo. 
So cubre el Injerto con Parafllm y luego la planta 
con una bolsa pl~stica humedecida durante 4 
d(as. 

- Injerto do p a. Se realiza en forma similar al 
anterior con excepcl6n de quo se corta la punts 
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del portainjerto y so hace una hendidura en la 
parte superior, sobre Iaque se coloca la porc16n 
de la planta Infectada en forma de cuba. 

II1. Transmisl6n modiante propagac16n 
vegetative 

Slempre quo las plantas se propaguen 
vegetativamente madiante gemaci6n o Injorto, 
esqueJes, tub6rculos, cornos, bulbos o 
rizomas, sl la planta madre se encuentra Infec
tada, Iaprogenle tambln resultard Infectada. 
Este medio detrar misl6. es el ms Importante 
pam estos tipos de plantas. 

IV. lransmisfn por Somlila Sexual 

Casl un contenar do virus son transmitidos 
por la semllla sexual (comunmente Ilamada 
semilla bot~nica o semilla verdadera en el caso 
de la papa). En vlrologfa esto tipo de 
transmlsl6n es conocida como transmlsf6n ver
tical, 

La transmisi6n por semilla e3 muy Importante 
cuando existe un vector. Por ejemplo, el virus 
del mosalco comin del frijol tlene un porcentaje 
do transmlsl6n por semIlla muy alto y posee 
vectores (Afldos) muy eflclentes. SI el porcen
taje do sem,ilas infectadas que so slembra es 
bajo, los Afldos se nncargan de Incrementar la 
Infeccl6n en el cultivo. 

Los virus puede transmilrse por semillas balo 
dos formas: 

- Externamente, en la cublerta de la semilla. 
Esto ocurre por contaminaci6n do la pulpa del 
fruto en la cublerta de la semilla (virus del 
mosalco del tabaco en el ale. En este caso la 
semilla so puede desinfectar con productos 
qufmicos, como HCI (37%) diluldo 1/20 durante 
4 a 8horas. 

- Intemamente, en el embrl6n y endospermo. 
En este caso el virus no so puede eliminar par 
desinfeccl6n con productos qulmlcos u otra 
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forma. El virus permanece en of Interior de la 
semila por largo tlempo y la diseminaci6n del 
virus a larga distancla es muy efectiva tbean 
common mosaic, tobacco ring spot). 

Entre los factores que lnfluyen en 01 porcen-
taie de transmisl6n de virus por semilla sexual 
tenemos: 

-Tipo o strain del virus (tobacco rdngspot en 
100%, APLV en 1%). 

- Especie y varledad del hospedero. Los 
Nepovirus son transmltidos en muchos 
hospederos (barley stripe virus do 0 a 75%, 
dependlendo do la varledad). 

- La dpoca on quo Iaplanta es Infectada. En 
general, mlentras ms pequefia es Ia plants 
Infectada, la probabilldad de quo haya 
transmisl6n por Iasemilla sexual es mayor. En 
el frijol habrd transmlsl6n sllaInfeccl6n ocurre 
antes de la floracl6n, pero no sl la planta rue 
Infectada despu6s de Iafloracl6n. 

- Edad de Iasemilla. Algunos virus plerden 
rdpidamente su Infectividad en Iasemllia con los 
aflos do almacenamlento antes quo Iasemilla 
plerda su poder germinativo. El "cherry necrotic 
ring spot virus" desaparece a los 6 aflos. AI-
gunos virus se detectan cuando la semIlla se 
estA formando; pero cuando madura 
desaparecen. Esto ocurre porque en las semi-
Ilas maduras o en germlnacl6n hay sustanclas 
quo van aac*uar como Inactivadores yquo no 
existen on las somlllas j6venes. En Ia mayorfa 
do losvirus transmitidos atravds do las semillas 
do las plantas parece ser quo a] virus provlene 
principalmente del 6vulo de las plantas infec-
tadas, pero so conocen varios casos en los quo 
el virus que se encuontra en la semilla parece 
provenlr, con Ia misma frecuencla, del polen 
quo fertliz6 Iaflor. 

En papa, dada su alta transmisl6n por Iasemi-
Ila sexual (hasta 100%) el vroide de; tub~rculo 
ahusado do la papa (PSTVd) es el ms impor-
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tante. PVT ha sido transmitido experimental
mente conalta frecuencla (hasta 65%). APLV ha
 
sido transmitldo en 1%.
 

La determlnaci6n experimental de Ia 
transmisl6n por semila se realiza recolectando 
las semillas de las plantas infectadas y 
dej~ndolas crecer par observar el porcentaje 
do las plntulas quo demuestran infeccl6n. 
Como testigo se pueden sembrar semillas de Ia 
mlsma varedad del hospedero pero proce
dentes de plantas sanas, slmultdnoamento con 
las semillas en prueba. Unos pocos centenares 
do semillas pueden ser odecuados par deter
minar of porcentaje de transmIsl6n por somilla 
en el caso do un virus quo tiene un Indlce alto 
do transmislbilldad, pero so pueden necesitar 
miliares al la transmisiblldad es uy pobre. 

V.Transmloi6n por Polen 

Los virus transmitldos por of polen pueden 
Infectar no Fv'o alas semillas y pldntulas quo so 
desarrollan a partir do el, sino lo quo es mis 
Importante, puede propagarse atravs de Isflor 
fecundada ydescender hasta la planta madre, 
aIaque Infectan. 

Aunque la polinizaci6n de las flores con polen 
Infectado con un virus puede redundar en una 
menor produccl6n do frutos quo los quo so 
obtlenen con el polen fibre de virus, Ia 
transmisl6n do este pat6geno de planta en plan
ta atrav6s del polen es, a] parecer, bastante rara 
o se produce en s6lo unos cuantos virus. 

Tanto el PSTVd como el PVT son transmltldos 
por of polen o el 6vuio do plantas Infectadas, 
pero no so ha podido demostrar quo se Infecte 
Iaplanta madre al usar polen Infectado. 

VI. Transmlul6n por CUscuta 

La cOscuta es una panta pardsita, Iacual por 
intermedlo do sus haustorlos puede absorber Ia 
savia, yamenudo, los virus del hospedero. La 
transmisl6n se realiza a travds do la unl6n quo 

Transmli6n 2.1-pag.5 

'35 



Centro Internaclonal do IaPapa (CIP) 

so forma entre los tallos onroscados de Ia 
c(scuta y el tallo de Iaplanta. 

Una gran cantidad do virus han sido trans-
mitidos on esta fornaconfrecuencla untre plan-
tas que pertenecen a famillas bastante 
separadas desdo el punto do vista taxon6mico 
y on las quo Ia transmlsl6n por Injerto os im
posible debido a Ia incompatiblldad de los 
tejidos. Este tipo de transmlsl6n as efectiva 
cuando Ia Inoculacl6n mec~nica no da resul-
tado. 


Cciscuta campestris y C.sub/nclusa son las 
especles m~s usadas. 

En este tipo do trensmisl6n el procedimlento 
usual es hacer crecor IacOscuta parasitando las 
plantas con sfntomas vlr6tlcos. Cuando so for-
man nuevos tallos, se colocan las plintas de 
prueba junto a Iainfectada para permtlr quo Ia 
cOscuta las parasite; asf so forma un puente de 
tejido vivo a trav6s del cual pueden pasar los 
virus. Tambln so pueden tomar brotes cor-
tados de una c(iscuta qua ha crecldo on una 
plants enferma y enrollarlos alrededordel tallo 
y hojas do Iaplants sana. 

En el proceso do transmlsi6n el virus In-
volucrado puede multlplicarse on los tejildosde 
Ia cOscuta. Esta propledad se utlllza pare 
separer virus. 

SI Ia tmnsmlsi6n de un virus se realiza entre 
plantas infectadas y sanas crecldas bajo una 
fuente do luz, el porcentaje de transmisl6n os 
bajo (5 do 10 p!antas). En camblo, sl Ia 
transmlsl6n se realiza colocando Iaplanta Infec-
tada bajo una fuente de luz yla planta sana bajo 
sombra, el porcentaje do transmlsl6n os mayor 
(10 de 10 plantas). Esto se debe a qua hay una 
mayor translocacl6n do nutrientes y virus, a 
trav6s de Iactscuta, de Ia plants crecida bajo 
luz a Ia plants crecida bajo sombra. 

VII. lransmisl6n por vectores 
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En Ianaturaloza muchos virus so transmiten 
a trav6s de vectores. Un vector os un agents 
diseminador do Ia enfermedad que eva las 
partfculas virales do plantas enformas a plantas 
sanas. Entre los vectores do virus de plantas 
tenemos a los Insectos, los nematodo3 y los 
hongos.
 

1)TransmIsl6n por Insectos 

Es Iaforma do transmlsl6n de virus mis Im
portante on Ianaturaleze, slendo Iamayorfa do 
los transmisores Insectos chupadores. Los 
AfIdos transmlten ms virus quo cualquier otro 
grupo de Insectos; las clgarrftas o saltahoJas 
ocupan el segundo lugar, y les siguen Iamosca 
blanca, las querezas blandas, los trips, los 
chlnches de las plantas y los escarabajos. Los 
dcaros, aunque no son Insectos, so consideran 
asf por ser conocIdos vectores do aigunos 
virus. 

A continuacl6n se dan algunos conceptos 
quo so deban tener on cuenta: 

- Perfodo do adquislcl6n (P.A.): os el tlempo 
quo necoslta el Insecto par adquirlr el virus de 
Iaplants enforma. 

- Perfodo do inoculacl6n (P.I.): os el tlompo 
quo necesita el Insecto para transmitlr el virus 
al posarsesobre una planta sana. 

-Perfodo do latencla o do Incubacl6n (P.L.): 
es el tlempo quo necesita el Insecto para ser 
capaz do transmitir el virus entre IaadquIslcl6n 
y Ia Inoculacl6n. 

- Perfodo do retencl6n (P.R.): os el tlempo quo 
el Insecto permanece virulffero. 

So conocentrestipos detransmlsl6n devirus: 

a) Transmlsl6n no perslstente. Los virus son 
adqulrldos y transmltldos on pocos minutos 

(menos de 5 minutos). Estos virus han sido 
denomInados 'virus transmitldos por estilete" y 
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son r~pIdamente eliminados del Insecto (por 
ejemplo, el virus Yde la papa - PVY). 

b)Transmisl6n semipersistente. Los virus son 
adquirldos on unos 15 minutos y transmltidos 
hasta por dos dfas (por ejemplo, el virus de la 
tristeza do los cftricos). 

c) Transmisl6n persistente. Los virus son ad-
quiridos ytransmitidos on periodos m~s largos. 
Entre adquislci6n aInoculacl6n es necesarlo un 
perlodo de latencla o incubacl6n. Los insectos 
pueden retener estos virus por el resto de su 
vida (por ejemplo, el virus del enrollamlento de 
la hoja de papa - PLRV). 

Las diferenclasentre la transmisl6n no persis
tente y la transmlsi6n persistente son: 

-Transmisl6n no persistente. So realiza ex-
clusivamento por dfidos. Los perlodos do 
Inoculacl6n yde adquisici6n varfan do 5 segun-
dos a pocos minutos, y no existe perlodo de 
latencla. El periodo de retenci6n varla de unos 
pocos minutos aun par do horas, dependlendo 
desleldfldoseestdallmentandoono. Noexiste 
especflcldad entre elvirusysuvector, esdeclr, 
un mlsmo virus puede sertransmltldo porvarlas 
especles do fidos. El ayuno aumenta la 
eficacla de la transmisi6n. Este tipo do virus es 
muy estable y alcanza altas concentraclones en 
los teJidos, pudlendo ser transmitido 
mecAnicamente. Ejomplos: PVY, APMV. 

-Transmisl6n persistente. Los vectores 
pueden ser Afidos, clgarritas, mosca blanca, 
trips y escarabajos. Los perlodos de 
adqulsIcl6n o Inoculacl6n varlan do 10 a 60 
minutos, y el perlodo do latencla de 12 horas a 
varlos dfas. El periodo de retencl6n as de por 
vida. Estetlpodetransmlsl6nes mAsespeciflco 
ye quo aigunos virus s6lo son transmitidos por 
un vector determinado. El ayuno no tlene 
nlng~n efecto on Iaeficlencla do Iatransmlsl6n. 
Generalmente, los virus do este grupo soen-
cuentran restringidos a] floema de sus plantas 
hospederas y alcanzan muy bajas con-
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centraclones, par Ioquo no pueden ser trans
mitldos mechnicamente. Ejomplo: PLRV.
 

Los virus quo se transmiten on forma no per
sistente y seml-persistente son conocidos
 
como virus no clrculativos, mlentras quo los que
 
se transmiten de forma persistente se conocen
 
como virus propagatlvos o circulativos, segn
 
so multlpllquen o no en el vector, respectiva
mente. 

2)Transmisl6n por nematodos 

Los virus quo se transmiten por nematodos 
tienen un rango ampllo do hospederos y 
tambl6n se transmiton por semilla y polen. 

Aproximadamente una docena do los virus 
quo infectan plantas son transmitldos por una 
o mAs especles do tree g6neros do nomatodos 
ectopar~sitos (quo so alimentan de la parte 
extema do las ra(ces). Los g~neros Xiphinema 
y Longldorus son los vectores de virus do 
particula Isomtdca quo pertenecen at grupo do 
los Nepovirus, por ejemplo, el "rlngspot" del 
tabaco y del tomate, el virus do la hoja en 
abanico de la vid, entre otros. El g6nero 
TrIchodorus transmile dos virus con partfculas 
tubulares quo pertenecen al grupo Tobravirus, 
el "rattle" del tabaco yel "early browning" de la 
arveja. 

Las especles de Xiphlnema y Longidorus 
varfan do 3 a 10 mm do longitud on su estado 
adulto y poseen un estilete recto y largo de 
aproxlmadamente 200 um quo Insertan on las 
rafces de las plantas para allmentarse del con
tenido celular. Las especles do Trichodorusson 
velatlvamente pequeflas y gruesas y miden 
aproxlmadamente 1mm de longitud. El estilete 
os curvado y mide alrededor de 50 um. Se 
alimentan de las c~lulas epidermales de la 
punta de la rafz. 

La transmlsi6n de los virus se realiza cuando 
estos nernatodos se alimentan do plantas enfor
mas y luego so desplazan hacia las rafcos do 
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plantas sanas. En circunstanclas favorables 
pueden adquirlr virus en un perodo do tlempo 
quo varla do 15 minutos a una hora; slendo 
necesarlo un tlempo similar par transmitldos a 
una planta sana. Las partfculas virales quedan 
adheridas en el canal do allmentacl6n del 
nomatodo cuando este se alimenta de savia. La 
liberaci6n de las particulas ocurre cuando la 
saliva pass on direccl6n contrarla hacla las 
c61ulas vegetales do las cuales el nernatodo so 
estA allmentando. 

Los lugares do retenct6n do los virus varlan 
do acuerdo al g6nero y aveces de acuerdo a la 
especle de nematodo; as! Longidorus retlene al 
virus on la parte anterior del estlete, mlentras 
quoXph/nema y TrIchodorus to retlenen tanto 
en el estlete como en las parades del es6fago. 
Estos distintos lugares do retencl6n son 
proporcionales al tlempo en quo el nematodo 
permanece Infectivo; Xlphlnema y Trichodorus 
conservan la capacidad Infectiva por mAs tlem-
po (10 meses) quo Longldorus (menor a tres 
meses). 

Tanto las larvas y los adultos adquleren y 
transmtten virus, pero las larvas dejan de ser 
Infectivas despu~s de la primera muda. Los 
virus no so multiplican en los tojidos del 
nematodo y no so transmlten a la progenle a 
trav6s de los huevos. 

3) Transmisi6n por hongos 

Se conocen cuatro g6neros de hongos trans-
misores do virus, slendo todos ellos parishtoe 
obllgados unicelulares o do pocas cdlulas quo 
forman esporanglos do descanso do pared 
gruesa y quo son capaces do sobrevivir al 

desecamlento por un largo perfodo de tlempo 

en el suelo. La determinacl6n do si Iaenfer-
medad se transmite a trav6s do suelodesecado 
al medlo amblente nos do 'jna clave vallotia 
sobre Ia naturaleza del vector Involucrado, ya 
quo los nematodos transmisores de virus no 
pueden sobrevivir on suelo desecado a 
temperatura amblente. 
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Dos do estos g6neros, Olpidlum y 
Synchytdum, pertenecen al orden Chytridiales 
y los otros dos, Polymyxa y Spongospora, per
tenecen at orden Plasmodlophorales. OlpldIum 
brasslcae transmite 'tobacco necrosis virus", 
"lettuce big vein virus" y 'tobacco stunt virus"; 
0. cucurbitacearum transmite el "cucumber 
necrosis virus"; Polymyxa gramln/s transmite 
los mosalcos del trigo y do otros cereales quo 
son transmitldos a trav6s del suelo; y Spon
gospora subterranea es consIderado vector del 
"potato mop-top virus" (PMTV). Existen Infor
mes de quo Synchytrium endobloticum es un 
vector de PVX, pero esto no ha sido contirmado 
on condiclones do campo. 

Considerando quo todos estos hongos son 
Intracelulares (penetran al Interior de las c6lulas 
do las rafces) y quo producen zoosporas 
(esporas flageladas m6viles), la transmlsi6n do 
virus so realiza de la sIgulente manera: el hongo 
produce esporanglos de descanso en los 
tejidos de las ra(ces de las plantas cultivadas al 
final do la campaa. Estos esporanglos se 
diferenclan formando zoosporas quo salen y 
ndai en el suelo humodecido por las fuertes 
Iluvias o por el agua de rlego. Las zoosporas 
Ilegan a la planta enferma, se enquistan per
diendo su flagelo y emiten un tubo germinativo 
al interior de las c(lulas de ls rafces. Dentro del 
tejldo do la planta infectada, el hongo crece on 
el citoplasma de las c6lulas de la ralz del 
hospedero y sl hay part(culas virales, estas 
serdn Incorporadas al Interior del citoplasma 
del hongo. Luego so repite e procaso do 
formacl6n do esporangios do descanso y 
zoosporas, quo sl encuentran una planta sana, 
transmftirdn el virus quo Ilevaban cuando Incor
poren su citoplasma al Interior do las c61ulas de 
la ra(z medlante el tuba germinativo. Estaforma 
de transmlsi6n ocurre con Polymyxa, Spon
gospora y Olpidlum al diseminar el "lettuce big 
vein virus" y el 'tobacco stunt virus". 

Otra forma do transmisi6n so da cuando las 
zoosporas adquleren particulas virales quo so 
encuentran Iibres on el suelo, Ilegando a 
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recubdrlasuperficledelamlsmalncluyendosu 
flagelo. Al momento del enquistamlento, el 
flagelo quo Ileva las partfculas virales es reab-
sorbldo al ultoplasma de la zoospora y luego 
transmitldo a teJldos do plantas sanas, como en 
el caso anterior. Este caso do transmisi6n 
ocurre con Olpidium cuando disemina el 
"tobacco necrosis virus" y el "cucumber 
necrosis virus", 

Bajo condiclones de campo es fAcll 
reconocer cuando una enfermedad viral es 
transmltlda por un agentedel suelo (nematodos 
y hongos) o por un agente a6reo (Insectos), 
pues, par el primer caso, la enfermedad ocurre 
generalmente como manchas o parches do 
plantas Infectadas, slendo lenta su 
dlsemlnaci6n debidoaladlstdbucl6n horizontal 
del agente y a su movilldad relativa en el suelo. 

Las Unidades T6cnlcas do Capacltaci6n (TTU), constituyen materlales impresos de estudlos 
ra los profeslonales Involucrados en actividades do capacltacl6n desarrolladas por el CIP y estd 

anstitulda por una sere do fascfculos susceptiblesa ser actuallzados. 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

2.0 TRANSMISION 

Fasciculo 2.2 Transmis16n de Virus de Papa por Afidos 

Seconocen mtsdeveintevirusqueinfectan 
a la papa, entre los cuales hay muchos que 
causan severas reducclones en el rendimlento. 
Existen varlos mecanismos de disemlnacl6n de 
virus, pero los virus ms dafilnosde la papa son 
transmhldos por insectos vectores, especial
mente dfidos. El control de la dlsemlnacl6n de 
virus es la manera ms efectiva de reducir las 
enfermedades virosas en la produccl6n do 
semllla porque no es factible ellminar virus de 
plantas Infectadas. Los virus pueden ser dise
minados do muchas maneras: por tub6rculos
semilla Infectados, medlante el contacto con 
plantas Infectadas o herramlentas con
tamlnadas, o por vectores como Insectos, 
nematodos y hongos. Entre los Insectos, los 
vectores mfs importantes son las sigulentes 
especles do Afidos: 

Adulto alado de Myzus perslcae. 

Myzus perslcae (Afido verde del 
melocotonero), Macroslphum euphorb/ae 
(pulg6n de la papa) yAulacorthum solan/ (Afido 
de los Inverraderos). 

EnIa transmisldn no perslstentodo virus 
(izqulerda), los fdos adquleren los virus 
los teildos pid6rmcos de las plantas
 
Infectadas. Para que haya transmlsl6n 
persistente (derecha), un Hfldo tlene que 
alimentarse de; floema. 

Estos Afidos causan m~s daflo al transmltlr 
virus quo a] alimentarso do las plantas. El dfldo 
vector rns Importante es Myzus pers/cae. 

Los Afidos transmlten los virus do la papa de 
dos maneras: 

- transmisl6n no persistente, 
- transmlsl6n persistente. 

Transmisi6n no perslstente. Los Afidos 
puoden adqulrlr los virus durante los breves 
perfodos en que prueban los tejidos 
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eplddrmlcos do las plantas Infectadas o s 
allmentan de ellos. S61o toma unos segundos 
para quo las partes bucales queden con-
taminadas y, luego, el Wfido puede transmltlr los 
virus inmedlatamente a otras plantas. Los 
dfldos permanecen Infecclosos (virulfferos) 
durante un parfodo corto, geneeamente menor 
de dos horas, y los virus s6lo pueden ser 
Ilevadosacortasdlstanclas. Con excepcl6n del 
virus del enrollamlento do la hoJa de [a papa 
(PLRV), todes los virus do papa provenlentes 
do Afidos son transmitidos de manera no per-
slstente. Estos comprenden 10s virus Y, A, M 
(PVY, PVA, PVM) y algunas varlantes del PVS. 
De este grupo, el PVY as el virus mns Impor-
tante. 

Tmnsmlul6n persistente. Los virus quo son 
transmitidos de manera persistonte, se 
localizan an el floema de las plantas. Para ad-
qulrir 6stos, un Afldo tlene qua alimentarse del 
flooma y no basta solamente explorer la super-
ficle do la hoja. Esto puede tomar 20 a 30 
minutos. El virus entra en el cuerpo del fildo y, 
durante un perfodo adiclonal do latencla o 
incubaci6n quo dura varlas hors, los Afidos 
permanecen normalmente no viruliferos. El 
virus persiste luego durante 91 resto de la vida 
del dfldo y puede ser Ilevado adistanclas largas. 
El m s conocido de los virus de la papa, entre 
los transmtldos en forma persistente, es el virus 
do enrollamlento do la hoja do Iapapa (PLRV), 
0l cual os tambin el ms Importante do los virus 
do la papa. 

Blologla do los ifidos 

Los dfidos sobreviven en estado de huevo 
duranto el Invlemo o las estaclones des
favorables. En la primavera, los huevos revlen-
tanylasnlnfassedesarrollancomoadultosde 
prImera generacl6n. Durante las slgulentes 
generaclones, las hembras producen sin 
fertilizaci6n (par partenog6nesis) progenies 
vivas (vlvfparas). Hacla el otoflo aen tern-
poradas quo no favorecen la reproduccl6n de 
ifldos, pueden aparecer do nuevo machos y 
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hembras quo producen huevos sexualmente 
(oviparas). En la zona t6rrida (la zona qua 
posee un clima moderado a trav6s del aflo), los 
fldos logran reproducirse per partenog~nesis 

durante todo el aAo. 

Los &fldos pueden alcanzar rbpidamente 
proporclones de plaga. Un dfido puede dar 
odgen a 30 ninfas y, durante una temporada 
favorable, pueden sucederse ocho 
generaclones. De este modo, un Afldo puode 
teorlcamente producir 308 - lo cual supera los 6 
x 1011 - Afidos. Fellzmente, la naturaleza res
tringe las poblaclones do Afldos por medlo do 
condIclones climtlcas desfavorables, 
par~sltos, predatores y deficlenclas nutrltivas 
en la planta hospedera. 

Muchas especles do AfIdos viven en una sola 
planta hospedera. Se dice de ellos quo son 
autoicos. Otros mlgrar, entre hospederos 
primarios o para invemar, qua generalmente 
son plantasleflosas, y hospederossecundarlos 
qua generalmente son plantas herbaceas. 
Estos Afidos son heterolcos. Myzus perslcae, 
por ejemplo, puede invernar an el 
melocotonero (Prunus perlsca); de ahi el 
nombre do dfldo verde del melocotonero. 
Purante los ciclos reproductivos subsecuentes, 
Invade muchos hospederos secundados, entre 
ellos, la papa. 

Despuds do Invemar, surgen Afidos alados 
qua pueden migrar do hospederos primarlos a 
secundarlos. Durante las slgulentes 
generaclones, pueden producirse 
slmultlneamente tanto formas aladas coma 
Apteras. 

Normalmente, los dfidos no vuelan cuando la 
temperatura es Inferior a 130C. Las 
temperaturas altas y las precipitaciones es
casas son Ideales par la multiplicaci6n do los 
6fldos. La actlvidad de 6stos crece a medida 
que la temperatura sube hacla los 300C. Una 
velocIdad del viento par debajo de 1 km/h 
favorece 01 movimlento de los Afldos. Las cor-
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rientes do alre callente pueden levantar los tardar varlos mlnutos o a veces hasta horas en 
Afidos a varlos clentos de metros en el alre, y se Introduclr sus partes bucales, los estlletes,
han encontrado ejemplares a distanclasdo ms dentro del tejido de la planta hasta el floema. La 
do 1000 km del origen ms cercano. infestacl6n de una planta depende d3 su estado 

flsiol6gico. La sequfa aumenta la 
Como los dfidos son Insectos chupadores concentraci6n, en la savla, do solutos que son 

que se alimentan de savla, al flegara una planta, provechosos para la allmentacl6n de los Afidos. 
exploran para determinar sl la planta les con- Las deficlenclas de nltr6geno y potaslo Influyen
viene como allmento. En caso positlvo, puede en el metabollsmo de la planta y en las con

o = 

rr , ,.W 

El dido Myzus perslcae puede Invernar en el melocotonero. Durante los ciclos reproductivos
subsecuentes, Invade muchos hospederos secundarlos, Incluyendo a la papa. En la zona t6rrida,
los Afldos pueden reproduclrse por partenog6nesls durante todo el aflo. 
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dlclones osm6ticas do las c6lulas vegetales, Io 
cual predispone las plantas a una infestacl6n 
mayor. La composcln de las hoJas cambla 
durante el desarrollo do la planta. M. persicae
prefere las hoJas Inferlores, cuya madurez es 
mayor. Otros ffldos, como Macrosiphum 
euphorblae, prefleren las hoJas J6venes y por 
eso so ublcan en las partes cuperlores de la 
planta. Las plantas quo tlenen una aparlencla
amarilla por enformedades o deficlenclas, 
pueden ser mds atractivas para los dfldosd: 
alados que las plantas de aspecto saludable. 
Identificacl6n do Afldos 

Las ospecles do dfldos dlfleren en su 
capacidad para transmltir virus. En zonas 
templadas, la 6nica correlacl6n slgnificativa 
entre la dlsemlnaci6n de virus de papa y dfldos 
aparece con Myzus perslcae. La ldentiflcac16n, 

el estudlo do poblaclones y el control de los 

Af1dos debon, por eso, concentrarse en esta 

especle. Sin embargo, debido ala falta de datos 

de los parses de la zona t6rrida, tambl6n so
 
deben observar otras especles predominantes,

especlalmente on zonas nuevas para la 

produccl6n de papa. 


Los Afidos son Insectos do cuorpo blando, 

que miden unos pocos mllfmetros de longitud.

Tienen hasta 50 caracterfstlcas identiflcables. 

86o algunas do dstas son Importantes en la 

prdctlca, especlalmento las correspondlentes 

al cuerpo, la cabeza, las alas, los slfones y la

cauda. Pueden ser observadas en aumentos do 

6 a 1Ox con un buen lente do mano o un micros-

coplo estereosc6pico. 


Cuerpo. El cuerpo de un dfido consta de tres 
partes: cabeza, t6rax y abdomen. Estas partes
poseen tamaho, forma y color distintivos en las 
diferentes especlos de Afidos. 

Cabeza. La forma do la cabeza es deter-
mlnada por los tub~rculos do las antenas, quo
pueden ser pronunclados o estar ausentes. 
Estos Ilevan las antenas, quo en la mayorfa de 
las especles do dfldos son largas y delgadas, 
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con cinco a sels segmentos. La proporcl6n 
entre la longitud do la antena y la del cuerpo es 
utllizada frecuentemente para [a identificacl6n. 

Alas. Las alas nacen en el t6rax y consisten 
de un par de alas delanteras grandes y un par
do alas posterores m s pequefias. Las formas 

I ,a ,," 

WM 
T 5,a 

Ala 

- G k-,gr, 

A"" 

".___or 
Bird# 

Qu,, 

En la prActica, para la ldentlflcacl6n de los 
dfldos, s6lo son Importantes algunas 
caracteristlcas, especlalmente las que
corresponden al cuerpo, la cabeza, las alas, 
los slfones y la cauda. 
de las alas (sobre tcdo, de las delanteras) y el 
diseflo de las nervaduras contribuyen a la 
ldentificacl6n do los Afidos. 

Sifones. Los sifones son estructuras 
tubulares quo se proyectan hacla arriba, en 
pares, desde el qulnto o el sexto segmento del 
abdomen. Su forma, longitud y color varfan 
mucho entre las especles. 

Cauda. El 6ltimo segmento abdominal estb 
modiflcado para formar una cauda cuya forma, 
longitud, color y cantldad de pelos slrven para
dlstlnguir las especles. 
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No es factlble el control directo de la 
dlsemlnaci6n de los virus. El control Indlrecto, 
sin embargo, contrlbuye a reducir la 
transmisl6n de virus. Esto comprende la

Myzus perslcae 

Myzus persicae es el dfldo do la papa mds Papa da caato
 
ampiamonte distribuldo y el vector ms Impor
tante do los virus de la papa. Normalmente, se

allmenta de las partes Inferiores de la planta de
 
papa. 


Se111 4 pa 

Cuerpo. Los adultos miden de 1,5 a 2,5 mm
 
do loiigltud. Las formas Apteras son general.
 
mente do un color verde claro a casl
 
transparente, pero tambl6n pueden ser de un
 
rosado oscuro o del color del melocot6n. El 
contorno del cuorpo es ovolde; la parte La disemlnacl6n de virus por dfidos
posterior es redondeada. viruifferos, so puede disminulr sltuando los
 

campos do produccl6n de somilla de tal

Las formas aladas so dlstinguen por cabeza manera que of viento no Ilegue 
 .elios desde
 y t6rax de color entre pardo y negro. El at)- los campos do papa de consumo. Lo Ideal


domen puede ser verde, rosado o de un rojo serla que las dreas de produccl6n de semlla
opaco y ostA marcado con una mancha negra do Iaproducct6n do papa do consumo.estuvieran completamente separadas do las 
cracterfstica. El contomo del cuerpo es similar 
al do las formas dpteras, pero modtflcado por la consderaci6n del drea de cultivo, las prdcticas
presencla do las bases do las alas. agron6micas yet control 

Cabeza. La cabeza es marcadamente Inden- Area do Cultivo. Debido a quo existe una
tada. Tanto en los dfidos alados como en los relacl6n entre la dtsemlnacl6n de los virus y lasdpteros, los tub6rculos do las antenas son poblaclones de fldos, hay quo seeccionar las
promlrentes y apuntan hacla adentro. Las an- dreas de produccl6n de semilla basdndose en
 
tenas son casl tan largas como el cuerpo. los da os del estudlo de poblaciones de dfidos.
 

Las poblaclones de dfidos son generalmente

Alas. Normalmento no se uttlizan bajas en las dreas do tomperaura baja, abun

carecterfstlcas do las alas para Identlflcar los dante precipltaci6n y alta velocidad de viento.hfidos M. perslcae. 
Dentro de un drea de cultivo de papa, y para

Sifones. Los sffones son do color claro y disminuir la disemtnaci6n de los virus pordfldos
Ilgeramente hlnchados hacla los extremos. virulfferos, los campos do produccl6n de semi-

Ila deben estar situados do tal manera que el 
Cauda. La cauda es do color clara y mlde vlento no Ilegue a elios desde los campos de 

aproximadamente la mitad de la longitud do los papa do consumo o de cuitivos do hospederos
sifones. altemos. Lo Ideal serta separar completamente 

las dreas de produccl6n do semllta do las de 
Control do Is dlsominacl6n do virus produccl6n de papa para el consumo. 
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Epoca do alembra. La 6poca de mlgracl6n 
de los Afldos puede ser un dato m sImportante 
que el nLmero total do dfidos capturados. Los 
vuelos do los dfidos alcanzan frecuentemente 
puntos culmlnantes, deflnidos, en clertas 
6pocas del afo. La disemlnaci6n de virus quo 
ocurre temprano en la temporada, es un 
problema mds serio quo la diseminacl6n rnAs 
tardfa, pues las plantas J6venes generalmente 
son mAs susceptlbles Adem~s, las plantas quo 
son Infectadas temprano, so vuelven fuentes 
mds eflcaces para aumentar la dlsemlnacl6n do 
virus quo las plantas infectadas posterlormente 
en la temporada. 

Fuentes do Infoccl6n. Ellmine los 
hospederos primarlos. Evite las dreas cercanas 
a las de producci6n de papa de consumo, a 
Invemaderos o a huertas caseras. Dentro de un 
campo de produccl6n do semilla, ellmlne tan 
pronto como sea poslble las plantas do papa 
infectadas. Eliminelasmalezasdeflorosamadl-
las y cualquier otra planta hospedera dentro del 
campo y alrededor de 61. 

Manejo del cultlvo. La resistencla de las 
plantas a la infestaci6n do Afkd,'s puede ser 
aumentada medlante una fertllizacl6n balan-
ceada y un buen manejo del agua de rlego. 

Epoca do cosecha. Despu6s de quo un ,fido 
virultfero ha estado allmentAndose en el follaje, 
un virus necesita algOn tlempo para Ilegar a los 
tub rculos. Los tubdrculos-semllia do grado su-
pedor deben ser cosechados a ms tardar 8 a 
10 dfas despuds de quo el estudlo de 
poblaclones acuse une acumulaci6n critlca de 
Afidos. Ese plazo es suficlente pare evitar quo 
la Infeccl6n de virus Ilegue a los tubdrculos. 

Almacenamiento do tub6rculos. Los brotes 
do los tub6rculos son fMcllmente colonizados 
por los Afldos. Impida la transmlsi6n do virus 
mediante un almacenamlento que excluya a los 
dfidos y con aplicaciones de aflcidas. 

Control qulmico. El grado de eficlencla de 
los aflcidas pare controlar la transmisl6n de 
virus depende del tlpo de transmisl6n de virus. 

En la transmlsl6n no persistente de virus, los 
dfldos transmten los virus (por eJemplo PVY) 
rdpidamente sin dar tiempo a qua los aflcidas 
comunes puedan matar al vector. Dentro de un 
campo, los aflcldas pueden reducir ligeramente
la transmisi6n no persistente do virus, pero no 
la pueden Impedlr. Tampoco pueden controlar 
las Infecclones quo Ilegan desde fuera del 
campo causadas por ,fldos quo migran. 

En la trasmlsl6n perslstente, los virus (por 
ejemplo, el PLRV) tienen un periodo de 
Incubacl6n suficlentemente largo para permitir 
quo los aficldas controlen a los vectores. Los 
aflcidas pueden reducir considerablemente la 
dlsemlnacl6n del PLRV dentro de un campo, 
pero no pueden controlar las infecciones 
origlnadas desde fuera, causadas por ,fidos 
qua migran. 

Los aficidas m~s convenientes son los or
ganofosfatos do accl6n slst6mica, para 
aspersi6n, olos InsectIcIdes granulados do car
bamato aplicados al suelo. 

Las aspersiones do aceite mineral son efec
tvas pare reducir los virus transmItldos do 
manera no persistente, pero no implden la 
dIseminaci6n del PLRV. En todo caso, consulte 
a los expertos locales. 
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Las Unidedes Tknicas do Capacac6n (TTU), consttuyen Tarerfales astudlosImpresos dopara los profeslonales involucrados en actividades de capacltacl6n desarrolladas por el CIP y estA 
constituida por una saris de fascfculos suscuptibles a ser actualizados. 
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MUNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 

3.0 DETECCION
 

3.1 SINTOMATOLOGIA 



CENTRi .UAn'A CM LA MAIWI¢ 

UIDAD TECNICA DE CAPACITACION I 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3.1 DETECCION / SintomatologI,a 

Fascfculo 3.1.1 Sintomatologia de las Enfermedades 
Virales en Plantas 

El t6rmino "sfntoma so define como la 
varlacl6n macrosc6plca y/o mlcrosc6plca 
(forma , color, tamaro, etc.) manifIesta en la 
planta como consecuencia de acciones 
patog~nlcas, deficiencla de nutrientes, con
diclones amblentales adversas, etc. 

El estudlo de la sintomatologfa causada por 
enfermedades virales requIere de obser-
vaciones culdadosas y perl6dicas de las plan-
tas Infectadas (plantas Indlcadoras), a fin de 
determinar con preclsi6n el tlpo, la IntensIdad y
la prevalencia de cualquler anormalldad. Los 
sfntomas mds evidentes son aquellos que se 
maniflestan en las hojas, aunque algunos virus 
pueden causar tambl6n sfntomas en tallos, 
frutos, rafces u otras partes de la planta. 

El sintoma m~s comt~n do las enfermedades 
causadas por viruses la reduccl6n de la tasa de 
desarrallo, manifestada a trav6s de grados de 
achaparramlento o enanlsmo en la planta. Por 
otro lado, casi todas las enfermedades virosas 
causan reducclones en los rendimlentos to-
tales. Estos efectos pueden ser severos y
f~cilmente perceptibles o pueden ser insig-
nificantes. 

En casi todas las enfermedades virosas que 
ocurren en el campo, el virus estA presente en 
toda la planta (infeccl6n slst6mlca) y los
sfntomas producidos son Ilamados 
"slst6mlcos". En plantas inoculadas artificial-

mente, clertos virus causan pequerias leslones 
generalmente necr6tlcas, en el punto de 
entrada (infeccl6n local) y los sfntomas son 
Ilamados "lesloneslocales". 

Muchos virus pueden Infectar clertos 
hospederos sin causar el desarrollo de 
srntomas evidentes; tales virus son Ilamados 
comI~nmente 'Virus latentes" y los hospederos,
"asintom~tlcos". En ambos casos, las plantas 
que comt~nmente desarrollan sfntomas al ser 
infectadas con un determinado virus, pueden 
permanecer temporalmente asintom.ticas 
bajo clertas condiciones medio amblentales, 
por ejemplo, alta o baja temperatura. A esto se 
le denomlna "enmascaramiento. 

Finalmente, las plantas infectadas con virus 
pueden mostrar sfntomas muy severos in
medlatamente despu6s de [a inoculaci6n, 
pudlendo Incluso producirse la muerte de 
6stas. SI la planta sobrevive a la fase de shock 
iniclal, los sfntomas se tornan suaves ('7sfntoma
cr6nlco") con el subsigulente desarrollo parclal 
o total de la planta. A esto so le denomina 
"recuperaci6n". Por otro lado, los sfntomas 
pueden progresivamente incrementarse en 
severldad y pueden resultar en una reduccl6n 
gradual o en un declive r~pido de la planta. 

Los sfntomas producidos en plantas por
infeccl6n viral se pueden dividir en: 
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a) Sfntomas locales. 

Generalmente so producen en las hojas Ino-
culadas de la planta. Son leslones Isom6trlcas 
discretas, es decir, quo se pueden contar y, en 
algunos casos, slrven para realizar ensayos 
cuantitatlvos. Normalmente no tlenen Impor-
tancla econ6mlca, pero son muy tles par la 
diagnosis. 

Dentro -olos sfntomas locales tenemos: 

" 	 Manchas clor6ticas 
* 	 Puntos clor6tlcos 
* 	 Anlllos clor6ticos 
* 	 Manchas necr6tlcas 
* 	 Puntos necr6tlcos 
o 	 Anillos necr6ticos 

b) Sintomas sistdmlcos. 

Se producen en las hojas de lus plantas que 
no han sido Inoculadas. Son los ms Importan-
tes porque pueden afectar cualquler parte do la 
planta (flor, fruto, peclolo, etc.). 

Dentro de los sfntomas sist6mlcos tenemos: 

s 	 Mosalco. Es la alternancia do dreas ver-
des normales con dreas clor6ticas. Esta 

alternancla es Irregular y no sigue un 
patr6n. Aigunas vecesc.mlenza con una 
aclaracl6n de nervaduras. 

Dentro de los sfntomas del tipo mosalco 
pueden considerarse a los moteados, ban
deamlento de nervaduras, estrfas clor6tlcas, 
etc. 

a 	 Amarillamlento. Consiste en una 
clorosls generalizada o parcial. 

Dentro de los sfntomas del tipo amarillamlen
to pueden conslderarse: clorosis, calico, 
aucuba, amadllamlento de nervaduras, clorosls 
Intervenal, etc. 

* 	 Necrosis. Se produce en infecclones 
sistdmlcas como necrosis apicalas, 
necrosis de nervadura y/o tallo, anlllos 
necr6tlcos slst6mlcos, etc. 

c) Anormalidades do crecimlento. 

Pueden presentarse en cualqulera de las par
tes de la plant.a y podemos citar al encar
rujamlento de hojas, la epinastla, las 
ampolladuras, la prollferacl6n de brotes, la 
rugosldad, el encrespamlento, las hojas 
corl.ceas, el enanlsmo, etc. 

Las Unidades T6cnlcas de Capacitacl6n (TTU), constltuyen materiales Impresos de estudlos 
maralos profeslonales Involucrados en actividades do capactacl6n desarroladas por el CIP y estd 

constituida por una serle de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 
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I UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.1 DETECCION /Sintomatologia 

Fasciculo 3.1.2 Enfermedades Producidas por 
Organismos parecidos a 
Micoplasmas en Plantas de Papa 

Ahora so sabe que muchas enfermedades do 
plantas que se crefa eran producidas por virus 
estdn asocladas con otra clase de organismos 
pat6genos parecidos abacterlas y arickettsias. 
Sin embargo, el mayor grupo de pat6genos de 
plantas que normalmente se confunde con 
virus es el de los organismos parecidos a 
mlcoplasmas (MLO, por sus siglas en ingl6s 
"Mycoplasma like organisms"). Los micoplas-
mas son transmitidos por saltahojas o psflldos 
y estdn asoclados con enfermodades como la 

"escoba de bruja" y el amarlllamiento. 

Caracterfsticas de lot organismos 
parecidoe a micoplasmas 

* 	 Son microorganlsmos pleomnbrficos do 
0,1 a 1,0 um do dlmetro y pasanatrvds 
de flitros con poros do 450 nm do
dldmetro,
"Su c se st l12 

* 	 Sus cdlulas estdn Ilimitadas solamonto 

por una membrana unitarla gruesa (10 

nm) do tres capas. 
" 	 Sus c~iulas contlenen ribosomas de tipo 

bacterlano. 
* Contlenen DNA y RNA. 
" Se multiplican probablemente por fisi6n 

binaria. 
" 	 Algunos pueden ser cultivados en 

medlos artiflciales. En culdivos de agar 
producen colonlas diminutas tfpicas con 
forma de huevo frito. 
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e 	 Son resistentes ala penicilina y sensibles 
a la tetraclcllna. Adiferencia do [as formas 
L do las bacterlas, no revierten a la forma 
bacterlana cuando crecen en un medlo 
sin penlcllina. 

e Tambl6n se infectan con virus. 

So ha reportado m6s de 40 enfermedades do 
plantas producidas por mlcoplasmas. La 
mayorla de la evidencla so obtuvo mediante 
microscopfa electr6nlca. Es dfffcil describlr la 
morfologfa do los micoplasmas, ya quo son 
pleom6rflcos y su forma varfa de acuerdo al 
m~todo utilizado en la preparaci6n de los 
especfmenes para su estudlo por microscopfa 
electr6nica. Sin embargo, existen organismos 
que son diferentes a los MLOs que se puedenencontrar en plantas de malz con enanismo. 
Estos organsmos generalmente tionon forma 

e iicoidalimdeneraenmeanhoforhelcodal, miden cerca do 250 nmnde ancho por 
um de largo y so les denurmlna "espiroplas
a"
 

mas. 

Algunos MLOs han sido cultivados en medios 
anificiales para ser inoculados en plantas sanas 
y producir la entermedad. Muchas enfer
medades de Importancla econ6mica como 
"potato purple top", "sandle spike", "mulberry 
dwarf', "pear decline", etc., son producidas por 
MLOs. Los MLOs infectan sist6micamente a la 
planta y generalmente tienen un rango ampilo 
do hospederos. Ciertos sfntomas provocados 
por MLOs en plantas son muy caracterfsticos y 
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rata vez son producidos por otros agentes 
pat6genos. Estos Incluyen la "escobade bruja", 
el camblo del color de las flores a verde (vires-
cencla) y la transformaci6n de los pdtalos de las 
flores en estructuras follares (filodla). 

Los estudios de microscopfa electr6nica 
muestran que la mayorfa de los MLOs est~n 
restrlngidos al floema del tejido vegetal. El 
tamafio de los MLOs es mayor quo el de los 
poros de las c6lulas cribosas, pero debldo a su 
naturaleza pleom6rflca pueden modificar tom
poralmente su forma y pasar a trav6s de estos 
poros a la c6lula adyacente. 

Se ha reportado que los saltahojas y los 
psflldos son vectores do los micoplasmas. 
Muchos MLOs tambl6n infectan a su vector y 
en algunos casos afectan el clclo de vida del 
mismo. Generalmente, los vectores Infectados 
con MLOs permanecen Infectivos durante toda 
su vida. Algunos MLOs tambi6n se transmiten 
por pasaje transovarlano. 

Los MLOs son susceptIbles a los antlbi6ticos, 
especialmente a losdel grupo de la tetraciclina, 
pero son resistentesala penicllina. Cuando una 
planta infectada y con sfntomas se Inocula 
perl6dicamente con una soluci6n do 
tetraciclina, los sfntomas de la enfermedad 
generalmente desaparecen. Si los sfntomas no 
son evIdentes, su aparlci6n se retarda. Es Im-
portante notar quo la aplicacl6n de tetraciclina 
nocuralaenfermedadenlaplanta;Iossfntonas 
aparecen r~pidamente despu6s de finallzado el 

tratamlerto con tetraciclina. 


Los MLOs son susceptlble3 a las
temperaturas altas.Estos sepueden ellmlnarde 


plantas infectadas, partes do plantas y 6rganos 
propagativos en dormancia mediante 
tratamlentos de calor (30 - 370C)quo pueden 
durar semanas omeses, dependlendo del tipo
de MLO. 

Formas L de bacterlas 

Las bacterlas quo so cultivanen un medlo que 
contlene perilcilina son Incapaces de producir 
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paredes celulares. Estas bacterlas sin pared
celular son denominadas "Formas L". Las for
mas L tienen una morfologla muy similar a la de 
los MLOs. Sin embargo, s6lo se producen bajo 
condiciones de laboratorlo y son muy Ines
tables; retoman su forma original Inmedlata
mente despu6s que la penicilina se ellmina del 
medio do cultivo. 

Enfermodades producidas por 
micoplasmas en plantas de papa 

En 1915, Maurice report6 por primera vez la 
existencla de los MLOs. La distribucl6n de las 
enfermedades producidas por mycoplasmas 
en plantas de papa es mundial, pero on clertos 
pafses como Guatemala, PanamA, M6xico y
Thnez son tan importantes como otras enfer
medades que afectan al cultivo. Se han utilizado 
diferentes nombres para describir las enfer
medades provocadas por MLOs en plantas de 
papa. Los sf'ntomas producidos por los MLOs 
varfan extremadamente. Organismos diferen
tes pueden provocar sfntomas casl Id6ntlcos, y
el mismo MLO puede provocar sfntomas diver
sos en cultivares de papa diferentes y especles
 
diferentes de plantas. Es por ollo quo la
 
sintomatologa so considera generalmente
 
como unacaracterfstica poco conflable, aun
que existen descripciones voluminosas y detal
ladas realizadas con anterloridad por varios
 
investigadores. 

A pesar de las limitaciones de la 
sintomatologfa como herramlenta en el 
diagn6stico de enfermedades, existen ciertos 

sfntomas quo regularmente se asoclan con infecclones causadas por MLOs. Considerando 

estos sfntomas, las enfermedades causadas
 
por MLOs en plantas de papa se pueden
clasificar en dos grupos distintos: "astor yel
ls" y "e do ruja". 

1.Grupo "Aster yellows" 

El "Aster yellows" ha sido denominado de 
muchas formas diferentes, entre ellas, "purple 
top", "purple top wilt", "haywire", "latebreakIng 
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virus", "stolbur", "parastolbur", "metastolbur, 
'tomato bigbud" y "purple top roll". El "Aster 
yellows" tiene distribucl6n mundlal. En muchos 
parses esta enfermedad no se considera 
econ6mlcamento Importante. 

Los sfntomas de esta enfermodad varfan con-
slderablemente sugirlendo quo existe una gran 
varlabilidad entre tlpos do MLOs. La severdad 
do los sfntomas y la extensl6n de la Infeccl6n al 
tub6rculo tambl6n varfa enormemente prob-
ablemente debldo a la ocurrencla de cepas 
diferentes do MLOs. Debldo a la carencla de 
m6todos adecuados de dlagn6stlco, estas 
diferenclas entre MLOs no han podldo ser es-
tudladas. Los sfntomas de "Aster yellows" han 
sido confundidos con los producidos en Infec
clones porRhlzoctonla o Fusarlum. Tambl6n se 
confunden con los sfntomas prlmarlos do la 
Infeccl6n por PLRV. 

Generalmente, los sfntomas no aparecen
hasta la floracl6n. La base do los follolos 
j6venes do las plantas so tornan do un color 
morado a rojlzo o amarlllento. El peclolo se 
vuelve orecto, los entrenudos so acortan ytoda 
la planta muestra un hdbfto de crecimlento 
erecto. La clorosls puede ser generallzada y las 
hojas pueden volverse hacla ardba. Es comn 
la aparicl6n do tub6rculos a6reos en las axilas 
de la planta. La decoloracl6n de los tejldos 
vasculares es com~n y on algunos casos es 
muy severa. El cuello de la rafz se pudre, 
causando el marchitamlento de la planta. los 
estolones presentan "browning" que se puede 
extender hacla los tub~rculos cercanos. Clertas 
cepas de "Aster yellows" evitan quo los 
tub6rculos Infectados broten o blen producen 
en ellos brotes ahilados do los quo se orlginan 
plantas d6blles quo no sobrevlven. 

Otro tlpo de "Aster yellows", como en el caso 
do la onfermedad "haywire", os transmltldo 
medlante tublrculo semilla. Las plantas quo 
crecen do tales tub6rculo muestran sfntomas 
severos de "purple top wilt", enanlsmo, 
encrespamlento de hojas y coloracl6n rojlza o 
morada de los follolos Inmedlatamente 
despu6s quo las plantas emergen. El MLO del 
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"Aster yellows" tlene un rango de hospederos 
muy ampllo que incluye plantas de muchas 
famillas dlferentes. Sus vectores son Macro
steles divisus y M.fascifrons. 

La enfermedad "stolbur " o "parastolbur" 

reportada en Europa se parece al "Aster yel
lows", excepto qua los sfntomas son severos y 
se produce el marchitamlento y la muerte de las 
plantas poco despu6s de la aparlcl6n de los 
sfntomas. El "stolbur" no so propaga por 
tub6rculos ya que los que se encuentran Infec
tados se vuelven fidcidos y se pudren antes de 
germlnaci6n. Los vectores del "stolbur" son 
Hyalesthes obsoletus, Euscells plebejus, 
Aphrodes b/cinctus y Macrosteles laevls. 

Epldemlologfa 
Los vectores de "Aster yellows" no muestran 

preferencla por plantas do papa como 

hospederas, y, bajo condiclones normales, 
vlven y so propagan on malezas, pastos y 
gramrneas pequebas. Debldo al ampllo rango 
de hospederos do los MLOs, muchas de estas 
plantas tambi6n se Infectan con ellos. La 
lnfeccl6n do Mycoplasma en un campo de papa 
so establece medlante la mlgracl6n de los sal
tahojas desde estas malezas. Generalmente, 
los Insectos Inoculan plantas o grupos do plan
tas esparcidos en el campo. No existen eviden
clas para Indicar quo estas plantas Infectadas 
slrvan como fuente de in6culo para la 
propagacl6n de la enfermedad. Tambl6n se ha 
reportado quo tanto los adultos como las nlnfas 
son Incapaces de adqulrir los MLOs a partir de 
plantas do papa. Es decir, quo la transmisi6n 
ocurre solamente cuando el saltahojas 
mlgratorlo ha adqulrldo el MLO, dfas o semanas 
antes, do malezas uotras plantas. Por Io tanto, 
las crisis en las epldemlas de MLOs en cultivos
de papa dependen de la actividad del saltahojas 
migratorlo y de la presencia del In6culo en otras 
plantas cercanas quo no sean papa. 

2. Grupo do la escoba de bruja 

La escoba de bruja tambl6n os denominada 
"c*'!bur del norte" o "dwarf shrub virosis" y ha 
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sido reportada en Am6rlca del Norte, Europa y
Asia. Los sfntomas consisten en redondeo de 
las hojas que posterlormente se vuelven 
clor6ticas y en el desarrollo de muchas yemas 
axilares en la parte basal do la planta. La planta 
adopta una posicl6n erecta y el enanismo es 
muy comzn. AIgunas hojas pueden volverse 
moradas o rojlzas. SI se producen flores, 6stas 
serin do color verde (virescencla) o adoptardn
la forma de estructuras follares (filodla). 

A diferencla del "Aster yellows", la enfer-
medad es transmltlda a trav6s del tub6rculo. En 
el primer aiio de infeccl6n, los tub6rculos Infec-
tados parecen normales, pero cuando se 
slembran producen plantas con sfntomas. Los 
tubdrculos del segundo arho de infeci6n son 
pequeflos y producen brotes ahllados. Estos 
tub6rculos carecen generalmente del perfodo 
de dormancla. 

Los vectores de la enfermedad son los sal-
tahojas Oph/ola (Scleroracus) flavopictus, S. 
dasldus yS. bal.En muchas partes del mundo 
el vector de esta enfermedad es at~n des-
conocido. Los vectores son Incapaces de ad-
qulrirlos MLOs a partir de plantas de papa para 
propagar la enfermedad. 

ldentiflcac16n do la enformedad 

Para la aplIcacl6n de medidas de control 
adecuadas en enfermedades causadas por
MLOs en plantas de papa, es Importante es-
tablecer cudles MLOs est~n asoclados con los 
sintomas do la enfermedad. Aunque la 
sintomatologfa es de muy poca ayuda en el 
dlagn6stlco, los sfntomas caracterfsticos de las 
enfermodades causadas por MLOs descritos 
anterlormente pueden ser utillzados como paso
prellminar. 

So puede realizar la transmlsl6n del agente 
causal a partir do plantas sospechosas 
modlante Injertos a otro hospedero. El uso de 
vectores par transmtlr MLOs desde plantas de 
papa no es poslble ya quo los vectores son 
Incapaces de adqulrlr los MLOs a partlrde ellas. 
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Se ha reportado que las especles Datura
 
stramonlum, D. metel, Lycoperslcon esculen
turn, Cyphornandra betacea, Nlcotlana
 
tabacum, Medicago sativa, Meilotus alba y

Trifollum repens son hospederas alternativas
 
para los MLOs y pueden ser utllizadas como
 
plantas IndIcadoras. Se debe tener mucho
 
culdado cuando se Intenta transmltir MLOs a
 
partir de plantas de papa que crecen en el
 
campo medlante Injertos, ya quo estas plantas
 
suelen tambl6n estar Infectadas con otros
pat6genos, especlalmente virus. Los virus 
pueden Infectar a muchos do estos hospederos
 
y pueden producir sfntomas quo pueden Ilevar
 
a un dlagn6stico err6neo.
 

Se ha establecido el uso do t6cnlcas 
serol6glcas para Identiflcar la presencla de
 
virus despu6s de realizado el Injerto. SI algn
 
virus estuvlera presente y efectivamente Infecta
 

al hospedero alternativo, entonces es necesarlo

Injortar una parte de la planta Infectada con
 
MLOs en otro cultivar de papa que sea Inmune
 
al virus. Tambl6n se puede utilizar otras plantas
 
hospederas Inmunes al virus pero susceptibles
 
a los MLOs. El objetivo detransmlsl6n por Injer
to es obtener un alslamlento puro del MLO en
 
Invernadero para estudlos futuros.
 

El sigulente paso es probar su sensibilidad a 
los antibl6ticos. En este experimento es impor
tante toner muchas plantas Infectadas con el 
MLO y tener controles suficlentes para obtener 
resultados confiab!es. Se debe Inocular un 
grupo do plantas semanalmente con una 
solucl6n do tetracicllna, otro grupo con una 
solucl6n do penicilina y otro con agua destilada 
como control. Se debe tener en cuenta que las 
concentraclones altas de antlbl6tlcos son 
t6xicas para las plantas. Por Io tanto, deben 
utilizarse tres niveles do concentraclones de 
antlbl6tlcos (100, 500 y 1000 ppm) on el ex
perimento. Tambl6n deben utilizarse plantas 
sanas Inoculadas con las tres concentraclones 
de antlbl6tlcos para detectar el nivel do 
toxicidad de las mismas. Si en el experimento 
las concentraclones de antlbl6ticos utilizadas 
no son t6xlcas, entonces se puede utllizar con
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centraciones m~s altas. Si los MLOs est~n 
asoclados con la enfermedad, entonces las 
plantab que recibieron el tratamlento de 
tetracicllna mostrar~n una reduccl6n en la 
severidad de los sfntomas, o los sintomas 
desaparecercn completamente en el tejido 
joven que empiece a desarrollarse. Las plantas 
que recibleron el tratamiento de penicilina rio 
mostrardn ningin cambio en [a severidad de los 
sfntomas. Si la apllcaci6n semanal de 
tetraclclina se detlene, las plantas comenzaran 
lentamente a mostrar los sfntomas de la enfer-
medad. La sensibilidad del agente causal a la 
tetraciclina es una buena indicac16n que un 
Mycoplasma esta asociado con la enfermedad. 

Sedebe obtenersecciones de peciolos ytallo 
de las plantas enfermas y teirlas cen Diene's* 
stain" para su observaci6n bajo el microscopio 
de luz. La presencia de estructuras granulares 
azul oscuro en el floema es otra evidencla de la 
asoclaci6n de MLOs. La prueba final para 
detectar MLOs se logra mediante estudios de 

microscopfa electr6nlca. Los especfmenes se 
obtienen a partir de las venas principales, 
peciolos o tallos de una planta infectad;--. Las 
muestras se cortan en piezas pequerias de 
cerca de 2 a 3 mm de largo y se embeben en 
una soluci6n fijadora Karnowsky** o en una 
soluci6n de glutaraldefdo al 2% en soluci6n 
amortiguadora fosfato 0,01M pH 7,0. La 
muestra preparada puede enviarse a un 

*Diene's stain:
 
25 g de azul de metileno
 
1,25 g de Azur II
 
100 gde maltosa
 
0,25 g de carbonato de d
 

** Soluci6n fijadora Karnowsky: 

Sol. de Paraformaldefdo al 8% (12 ml) 
Sol. amortiguadora cacodilato 0,1M (33 ml) 
Sol. de Glutaraldefdo al 70% (2 ml)
completar a 100 ml con agua destilada 

Micrograffa electronica de un carte ultrafino del floema de 'olluco" mostrando ML-Os. 
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laboratorlo donde existan faclldades para 
trabaJos en microscopla electr6nica (por 
ejemplo: Seccl6n de Vlrologla,Centro Inter

nacional de la Papa 
Uma, Per). 

- CIP -, Apartado 5969, 

Las Unidades T6cnicas do Capacltacl6n (TTU), constituyen materlales Impresos de es
tudlos para los profeslonales involucrados en actividades de capacitacl6n desarrolladas por el 
CIP y estA constitulda por una serle de fascfculos susceptlbles a ser actualizados. 
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CKNTRO YTERINACIONAL DR LA PAPA ICoPi 

UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.2 DETECCION /Planias Indicadoras 

Fascfculo 3.2.1 Producci6n y Mantenimjento de 
Plantas Indicadoras 

Los virus causan enlormedades de papa inty 
serlas qua no pueden ser controladas 1por
medlos qufmIlcos. La erradlcacl6ii de vis de 
papa requlaer do procedlmlentos complicados 
qua dependon do m6todos de deleccl6n con-
flables. Uno de estos m~iodos se base en el use 
de plantas Indicadoras. 

Los virus do papa pueden lambi6n i)roduclr
enfermedades on otras plantas quo to sem 
papa (plantas cullvaclas, planlas ornarnenlales 
y especles sIlvestres) a Inclusive an planlas de 
otras famillas. Los shntoras pueden ser com. 
plelarnente dilferentes do aquellos producldos 
en papa. La capacidad de estos virus pare
Infectat otras plantas y producir shntomas 
claros se utiliza en su doteccl6n. Este documen-
to describe c6mo produclr plantas Indlcadoras 
balo condiclones 6ptlmas, libres do insectos, 
enfermedades y delicienclas de nutrlenles. 

1.Producci6n de plantas inclcadoras 

a) Preparacl6n de suelo para almicigos. 

Prepare una mezcla doarena (pelelblemeo111 
cuarzo) y musgo (1:1 v/v) do acuerdo con of 
slgulnite procedinlento: 

Pasar ol musgo y Inarena separadamente a 
trav~s de una malla de alambre do 100 mesh. 
Lavar l arena varies voces pare ellimlnar Ins 
sales. Mezclar el musgo y ia arena. SI estos 
materlales no esluvleren dlsponlbles, ulilllzr 
cualquler otro sustrato quo lenge Uina estruc
tura similar. El suelo parea le preparaci6n de 
almclgos debe sor lino y poroso pare facilllar 
el Iransplante posterior de las Indicadoras. 

Este ilizar Ia mezcla en una do las sigulenles 
lormas: 

- La esterlllzacl6n con vapor a 100 0C durane
30 milnulos es el major m6lodo, sin embargo, 
no slempre exisien las facllclades para su 
aipllcacl6n. 

-En reglones c6l11das, so puede utilizar cnlor 
solar. Esparcir el sustrato unilormemeno sobie 
(la Sulperlicle do metal y oxponerlo il sol 
durante 2 somianas. Vollear ol sustrato 
perl6dlcamente y humedecerlo con agua.
Tambl6n se puede sellar of sustrato humedo 
dentro de uina boise de pl6stlco y exponerlo a 
la luz solar durante 2 semanas. Vollear Iabolsa 
Ie)I6dlcamenle. 

Cuando Ia mezcla se enirle (dos 6 Ires horns 
despu6s) afiadir 40 g do niltrato de anionlo, 200 
g do monofosfato y 50 g de una mezcla de 
sullfato de potaslo y de magneslo (22% y 10%,
respectlvamenle) por cads 100 kg de suelo. 

b) Slembra do eii/au. 

Todas las ilanlas IndlIcadorns Iprovlenn cle 
semlilla sane.No es aconseJnble propagalas a 
travs de esquojes. 

Parn mejorar In unliformildad on Ia geo.
minacl6n, Ins somIllas pueden sor traledas 
sumergi6ndolas en 6cldo glber6llco (1500 Ipm) 
durmile 21 horns. Secer las somlllas por lo 
manos durenle 24 horas antes do su slembia. 

Llenar bandejas do proximldamolite 40 x 30 
x 5 cm (6 cuakluler otro reciplente aproplado) 
con Pl sustralo. I-acer stircos paralelos de 0,5 
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cm de prolundidad cada 3 6 4 cm. (fig. 1). 

Sembrar las semillas de una planta indicadora
 
en un surco (Fig. 2). Se puede sembrar semillas 

de diferentes plantas Indicadoras en una misma 

bandeja (fig. 3) pero utilizando diferenles sur-

cos debldamente Identlflcados. Cubrir con una 

capa delgada de suelo y regar suavemenle. 


La mayorfa de las semillas germinan mejor a 
22 -24°C; en regiones frfas, puede ser nece-
sario tin calentamlento artificial. Sernbrar mrs 
semillas de la cantidad de planlas necesarlas, 
ya que la germinaci6n puede ser err~tica. 
Utilizar las planlas que emerjan primero y des- 
cartar el resto. 

El CIP tIlene una cantidad limiltada do somllas 
disponibles. SI se desea, envier una solicltud al 
CIP. Incluir un permlso de Imporlacl6n si sU pars 
asf lo requlere. 

c) transplante. 

Transplantar IndivIdualmente los alin~cigos 
de clerta edad (ver cuadro) en macelas Ilenas 
con suelo para transplante esterilizado (arena : 
suelo: musgo, 1:1:1, respectivamiente). Pre-
parer el sustrato tal como se descrlbl6 anterior-
mente, pero utilizando una malla de 36 mesh en 
el tamizado. Utilizar macetas de 5 c(ii de 
diMmetro. Las macetas de arcilla son mejores 
que las macetas de pistlco. 

Llmplar y esterilizar las macetas antes de 
utillzarlas. Aflojar el suelo de las bandejas con 
alm~clgos (Fig. 4) y levantar las plantlias 
culdadosamente (fig. 5). Plantar el aln~iclgo en 
un agujero de 2 a 3 cm de profundidad (fig. 6). 
Preslonar Ilgeramente el suelo para que el 
alm~clgo se sostenga en su lugar. Regar In-
medlatamente. 

2. Manejo de Invernaderos 

Los invernaderos deben proveer condiclones 
6plimas para el crecimiento vigoroso de las 
plantas Indicadolras. Se deben tener en cuenta 
los slgulentes factores: 
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1)Venlilacl6n. 

Durante las estaclones cli.as, las mallas a 
prueba de 6fidos l)ueden producir calor ex
cesivo y es necesarlo utilizar ventilacl6n 
adiclonal. Utilizer un eqluipo de aire acon
diclonado con las enlradas protegidas contra 
Insectos. 

b) Sombra. 

Pare evitar las temperaturas extremes del 
verano, cubra los invernaderos durante las 
horas del dfa. 

c) Luz. 

Durante Invierno, puede ser necesarla una 
ilurninacl6n suplementarla pare extender el 
loloperfodo a 16 horas. 

Planta Indicadora TP IN 

Gomphrena globosa * 28 46
 
Nicoliana rustica 28 46
 
Nicotlana glutinosa * 28 46
 
Nicoelana fabacum 
"White Burley "* 28 46
 
Nicotiana clevelancii 20 40
 
Nicoliana debneyil * 28 46
 
Nicoliana benfflianlana 17 49
 
Nicotlana occidentnlis 23 49
 
Nicotiana tabacum "samsun" 213 46
 
Nicandra physaloides * 28 46
 
Physalis floidana * 17 31
 
Datura metel * 17 31
 
Datura stranonium * 17 31
 
Chenopodium quinoa * 17 31
 
Chenopodium murale * 17 31
 
Clienopodium amaranticolor 28 46
 
Lycopersicum esculentum 
"rutgers" * 17 31
 

* utillzadas en el CIP para trabajo de rutina. 

NOrmero de dies desde ia slernlra haste el 
transplante y la inoculacl6n (para las condl
clones del CIP, Lima). TP: transplante; IN: 
Inoculacl6n. 
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Algunos Tubos fluorescentes de luz dlurna y 
focos Incandescentes (de 25 w cada uno) son 
suflclentes para mantener un crecirnlento 
adecuado de las plantas. 

d) Hlglene. 

Aplcar las sigulentes medidas de higlene para 
evitar la contamlnacl6n: 

-Retirar todos los restos de plantas. 
-Retlrar las malezas dentro y fuera de los In-

vernaderos. 
-No colocar plantas do campo en los Inver-

naderos, a menos que hayan sido traladas con 
productos qumlcos para controlar pat6genos 
y enfermedadec. Mantener las plantas 
separadas de las olantas Indicadoras. 

-No entrar a los Invernaderos inrnediatamente 
despu6s de haber visitado un campo. 

-Utlilzar un mandil do laboratorlo limplo cuan-
do se Ingre3e a los Invernaderos. 

-Lavarse las manos antes de Ingrosar a los 
Invernaderos. 

-No tocar las plantas Indlcadoras. Cuando se 
trabaje con plantas Indlcadoras utilizar .toallas 
de papel para sostener las hojas. 

Fuente: modilficado de "Use of Indicator Plants 
for Detection of Potato Viruses", CIP research 
guide 21, Centro Inlernaclonal de la Papa, Lima, 
Pert). 1989, 
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i UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.2 DETECCION / Plantas Indicadoras 

Fascfculo 3.2.2 DESINFECCION DEL SUSTRATO DE SIEMBRA
 

Para producir "semilia bslca"de papa y plan-
tas Indicaduras de virus en invernaderos, so 
puede utilizar come sustrato una mezcla de 
suelo, musgo y arena. Para evitar clue los 
tub6rculos y las plantas se contaminen con las 
plagas y enfermedades existentes en los 
suelos, la mezcla debe ser desinfectada. 

La desinfectaci6n puede efectuarse mediante 
la utilizacl~n de m~todos blol6gicos, qufmlcos
offslcos,los cuales,en su mayora,son eficlen-

tspercososues, en seumayeren,onecunosca-
tes pero costosos y requleren, en algunos ca-
sos, de unmanejo cudadloso, especalmente 
cuando se utilizan qufmlcos que son altamente 

En los invernaderos se slembra principalmen-
te plntulas in vitro, semillas, esquejes o tuber-
culillos libres de virus y de otros fitopat6genos, 
por Ioque su Instalac~n requiere de un sustrato 
prevlamente desinfestado para asegurar quelos tub6rculos y plantas producidos tengan una 
sanidad excelente certificada y no sean por-
tadores de enfermedades fungosas, bacteria
nas, vir6ticas ode nematodos. La desinfecci6n 
debe tambl6n ellminar los insectos y semillas de 
malezas que afectan la produccl6n de semilla 
do alta calidad y de plantas vigorosas. 

DESINFECCION CON BROMURO DE 
METILO 

Se puede escoger entre diferentes productos 
comerciales para desinfestar la mezcla de 

slembra; -;nembargo, muchos de ellos toman 
varios dias para su aplicaci6n. Pero hay uno, el 
gas bromuro de metilo que, aunque es t6xlco, 
puede aplicarse en pocos dfas, en forma sen
cilia y con resultados efectivos. 

1.Poza do aplicacl6n 

Las figuras 1 y 2 muestran los materiales ne
cesarlos y sus medidas. Sobre una loza deconcreto, construir parades de ladrillo reves
tidas con cemento. La capacidad de la poza 
debe serde3 m3 ydebe ofrecer facilidades para 
cargar y descargar la mezcla o sustrato por
desinfestar. Las dimensiones de la poza deben 
ser 3,60 m de largo por 1,20 rn de ancho por 
0,70 m de profundldad. 

En el borde superior de las paredes de a 
En elbr upeo de 5 cm de a 

cm de profundidad, que recorra todo el.poza, hacer una canaleta de 5 cm de ancho y2 
perimetro (A).

Utilizar una cubierta de plstico (B) de un 
material transparente que tenga entre 0,8 y 1 

mm de espesor para que pueda ser utilizada 
varlas veces sin que se deteriore. 

Construir un batidor (C) de I1mlna de hierro 
de 1/4" por 13/4", que encaje en la canaleta del 

borde de la poza, y con asideros para facllitar 
su colocacl6n. La funci6n del bastidor es sujetar
el pldstico que servir6 para tapar la poza antes 
del tratamiento y para evitar fugas del producto 
aplicado. 
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A 65 cm de altura en un costado de la poza 
(figura 2), colocar un tubo metdilco de 
aplicacl6n (D)empotrado en la pared, pasante 
y con rosca. El tubo debe quedar Ilgeramente 
sobre el ntvel superior del sustrato para que 
pueda fluir el gas. Conectar a la poza el gas 
bromuro de metilo quo se qulere aplicar. Exis-
ten dos slstemas do conexl6n: 

a) Con nlpie (E)que conecta el bal6n grande 
do 92 Kg (200 Ib)por medio de una manguera. 
El gas se dosifica por medlo de la Have del 
bal6n. 

b) Con aplicador especfflco para envases de 
460 g (1 Ib) conectado directamente. El 
aplicador tlene una abrazadera quo, al ajustarla, 
preslona una punta met~lica hueca la cual per-
fora el envase dejando salir el gas. 

Figura 1. 
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I,tO do


cor'ptoIaz& 
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Figura 2. 
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Practicar orificlos (figura 3) en el sustrato 
htmedo (F)para facilliar el movimlento del gas. 
Hacer los orificlos con un trozo de madera de 
2 cm de didmetro, que Ileguen hasta el fondo y 
espaclados 15 a 20 cm entre ellos. 

Para cubrlr la poza, taparla con la cublerta de 
plstlco grueso. Seguldamente colocar encima 
el bastidor metllco,haclendo presl6n paraquo 
se Introduzca en la canaleta y selle la poza. Para 
completar esta operacl6n de manera 
herm6tlca, colocar suelo h~medo o arena en
cima del bastidor. 

r d,', "
 

batd1w do flolrro ''
 lia. M ,'... 


Flgura 3. 

Nota: Utilizar guantes, respirador de gases, 
lentes, etc. al aplicar y al destapar /a poza.
Sellar blen /apoza de desinfestaci6n, evitando 

la posible fuga de gas. 

2. Dosls utilizada 

Segn el tlpo do mezcla, las dosis utilizadas 
pueden varlar de 1 a 1,5 6 de 2 a 3 lb/m 3 do 
sustrato pordesinfestar. Los suelos pesados y 
altamente Infestados necesitardn dosis m~s 
a tas. 

Es recomendable que despuds de la primera 
apllcacl6n con una dosis dada, se realicer, las 

necesarias para detectar sl todavfa hay 
presencla do hongos, bacterlas o nem todos 
con esa dosis. 
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3. Tiompo do aplicacl6n En la cublerta, perforar orificlos cerca del 
borde que coincidan con las medidas de los 10 

La aplicacl6n del bromuro de metilo dura 72 pernos de anclaje. 
horas. A] t~rmlno de dstas, descubrlr la poza y 
dejar ventilar el sustrato removi6ndolo durante Entre la cublerta de madera y la poza, colocar 

72 horas adicionales. Despu~s de transcurrido un empaque de jobe o Iona para sellar, el cual 

este tlempo, el sustrato puede ser utilizado. tendrA 10 huecos por donde pasan los pernos. 

Como precaucl6n para asegurar quo no Sellar l zad *h 
queden reslduos tbxicos, colocar un paco doeoaaeua 	 iacbot osustren duna maxceta ytraplntar un doa las respectivas tuercas de mariposa en los persustrato en una maceta y transplantar una ns 
pl~ntula de lechuga; si 6sta no sufre al
teraclones, entonces no exlsten residuos 
t6xlcos. 	 5. Alternativaa pare la apllcacl~n 

4.Altemativas para sallar la poza 	 Las alternativas para apllcar el bromuro de
metilo so muestran en las flguras 5 y 6. 

Como altematlva para sellar la poza, en lugar a) Gas bajo presl6n 
de hacer la canaleta, colocar 10 pernos repar
tidos en el borde superior de la poza y hacer el Construlr la poza de desinfestacl6n del 
bastidor y la cublerta de la figura 4. sustrato (flgura 5, H). Colocar el tubo de 

aplicacl6n en la pared, y conectarlo medlante
 
una manguera al cilindro grande de bromuro de
 
metllo do92 kg (200 Ib). Interiormente, conectar
 

Cuble,.U do ,ado el tubo do apllcacl6n a un tubo de pl~stico quo
 
040" 14 UP presenta a Iolargo varlas perforaclones equidis

"- -" .- * -.	 tantes. Colocar este tubo en el fondo do la poza 
para permitir una dlstrlbucl6n uniforme del gas, 
el cual fluye debldo a la presl6n puesto que se 
halla comprimldo en el bal6n. Antes de la 
apllcacl6n, hacer los orlflcios en el sustrato 

anolaje ht~medo, como se expllc6 anterlormente, 

El gas tiende a subir r~pldamente para luego 
descender por los diferentes oriflclos del 
sustrato ya quo el bromuro de metilo es rbs 
pesado quo el aire. Notar que la cublerta de la 
poza puede ser de plbstico o madera. Cuando 
se utillce el bal6n grande de gas, se puede 
colocar sobre una bAscula para determlnar, por 

Flgura 4. diferencla de peso, la cantidad de producto 
aplicado, referido al volumen de suelo por 

Esta cublerta es un bastidor de madera, con- deslnfectar. 
traplacado con triplay de 4 mm (G). Para el 
bastidor utilizar listones de 3/4 de pulgada, Io b)Gas en envase pequetio 
quo da un espesor final aproxlmado de 2 cm (1" 
en bruto = aproximado 3/4" cepillado). La poza de desinfestaci6n tlene las mismas 

caracterfstlcas anteriores (figura 5, 1). Cuando 
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se utiliza el envase de 460 g(IIb)apllcar el gas 
medlante el apllcador conectado al tubo que 
atravlesa Ia pared. El gas se descarga directa-
mente sobre Ia superficie del sustrato y luego 
desclende por los orificlos que se han prac
ticado en el sustrato, esparcl6ndose por toda Ia 
poza. 

c) Sin tubos aplicadores 

Si no se dispone del tubo aplicador para los 
envases de 460 g (1 Ib)ni de balones grandes 
de 92 Kg (200 lb), realizar Iaapllcacl6n en una 
poza con las mismas caracterfsticas anterlores, 
y con cublerta de pl~stlco (figura 6, J). Tomar 
una base de madera con un clavo pasante; 
colocar 6sta encima de Ia lata pequefia de 460 
g (1 Ib)de capacldad, luego sellar Iapoza con 
et pistlco y hacer presl6n en Iabase de madera 
que tiene el clavo; as( se perfora Ialata, dejando 
escapar el gas, el cual se movillzar.i a trav6s de 
los orlflclos en el sustrato como en los casos 
anteriores. 

d) Sin poza de apllcacl6n 

Si no se dispone de Iapoza (figura 6, K)ni del 
aplicador, depositar Iamezcla por deslnfestar 
sobre un plstico y colocar encima el envase de 
bromuro de metilo de 460 g (1 Ib). Sobre el 
envase colocar Iabase de madera con el clavo 
pasante. Cubrir todo con otro pl~stico y sellar 

* idosis 
* i 

Flgura 5. 
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alrededor conarena osuelo himedo. Preslonar 
Iabase de madera con el clavo para agujerear 
Ia lata y dejar escapar el gas, el cual se dffunde 
en el sustrato. 

. .... 

**_.. 

.," ' .
 

WE, 
o*..... -


Figura 6.
 

DESINFECCION POR EL METODO DE L, 

SOLARIZACION 

La erradicacl6n de pat6genos del suelo se 
logra medlante el empleo de medios ffslcos 
come el calor seco, vapor, agua callente, 
radlacl6n solar y bajas temperaturas. Ia 
solarizacl6n Implica el uso de Iaradlac16n solar 
como un agente letal para el control de plagas 
y enfermedades mediante el uso de polletlleno 
transparente colocado sobre el sustrato y Ia 
exposicl6n a Ia luz del sol. 

Con [a solarzacl6n es posible eliminar hon

gos,nematodos y otros pat6genos, asf como 
semillas de malezas presentes en el sustrato. 
Adem~s, este m~todo permite el uso com
plementarlo de funglcidas, nematicidas, etc., en 

que pueden ser mucho menores que las 
recomendadas. 

El sustrato a deslnfectar es un a mezcla de 
musgo, suelo y arena en proporclones 2:1:1, 
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respectivamente, con un contenido de 
humedad equivalente a la capacidad de campo. 

Esta prdctlca se realiza fuera de los Inver

naderos en un patio o terreno, exponlendo el 
sustrato a los rayos solares. Se utiliza pldstico 
transparente de un espesor comprendido entre 
0,05 y 0,50 mm, recomenddndose el de mayor 
grosor por su durablildad y porque ademds 
conserva mejor la temperatura. El pldstico 
transparente deja pasar los rayos solares, 
ellminando el efecto refractarlo, captindose de 
esa manera toda radlacl6n con la consecuente 
acumulac16n de mayor temperatura en la horas 
de mayor Insolacl6n. 

La deslnfeccl6n se basa en un proceso fislco, 
alternado altas y bajas temperaturas. la 
hum dad del sustrato juega un papel Impor-
tante debido a que en las horas de mayor 
temperatura produce vapor, y en las de menor 
temperatura (durante la noche), se condensa, 
producl6ndose un proceso de pasteurlzacl6n 
continua durante el tlempo que dure el 
tratamlento. estas fluctuaciones de 
temperatura entre el dfa y la noche, rompen 
fdcilmente el clclo blol6glco de los 
fltopat6genos presentes en el sustrato. 

1. Secuencla del armado de la chmara 

Utilizar plbstico de 1,50 m de ancho por la 
longitud deseF.da y de acuerdo a la dis-
ponibllidad de espaclo. Este pldstico se coloca 
sobre la superflcle del suelo, patio o terreno, 
como base. A los lados y a los extremos, 
colocar maderas de 1"x 8"x 10"como se Indica 
en la figura 7, sostenldas por ladrillos que sirven 
para formar una especle de cama donde se 
colocard el sustrato en forma de colch6n para 
someterlo al proceso de solarlzacl6n. Los lados 
Ay B deben se construldos Igual que Cy D. 

Vaclar el sustrato sobre el plIstico hasta 
cubrlr una altura de 20 a 30 cm como se 
muestra en Ia flgura 8.Luego, con la ayuda de 
un rastrillo, extenderlo unlformemente en toda 
la superficle preparada. 
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Flgura 7. 
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D 

Flgura 8. 

Agregar agua hasta Ilegar a la capacidad nor
mal de campo, formar el colch6n doblando las 
partes terminales de los cuatro lados. Final
mente, el colch6n debe tener un ancho 
aproximado de 1 m (flgura 9). despu6s do for
mado el colch6n, retirar los ladrlllos y maderas 
quo slrvleron para dane forma. 

Colocar un segundo plbstlco, de las mismas 
dimenslones que el de la base, para cubrlr la 
parte superior. Los extremos deben sobresallr 
para facliitar el sellado herm6tico con arena por
todo el contorno. Colocar tambi6n un 
term6metro para medir la temperatura que 
alcanzard el sustrato durante el proceso do 
solarizacl6n (fIgura 10). Esto permltir, conocer 
en qu6 momento se Ilega a la maxima 
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tomperatura en relacl6n a la IncIdencla de los 
rayos solares. 

C 

p patIco 
trAVapa"gta 

BA 
Sutrato pLr 
desdinrdctar 

D 

Figura 9. 

pein

1wr plintica 

Armna 

Buatrto -Los 

Figura 10. 

Inmedlatamente despu6s del sellado, colocar 
los arcos, quo pueden ser de madera opidstico 
fijados al plso a trav6s de estacas de madera o 
hierro. 

El arco (figura 11) puede ser: 
" de varillas de pi6stico ohlerro con estaca 

de madera (A), 
* 	 de bambti verde amarrado auna estaca 

de madera (B), 
" de rama verde de un Arbol amarrado a 

una estaca de madera (C), 
" 	 de pl~stico para cables de electricidad 

colocado sobre una estaca de hierro (D), 
Y,
 

" 	 de cualquler material amarrado auna es-
teca de hierro (E). 
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Figura 11. 

arcos se colocan a lo largo del colch6n 
de sustrato, a 1 m de distancla entre sA La 
dIstancla en la base de los arcos es de 
aproximadamente 1,40 m, dependlendo, del 
ancho del colch6n colocado en el Interior. Man
tener una distancla de mAs de 20 cm aambos 
lados (figura 12). 

J..&.
,.,0.
 

Figura 12. 
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Colocar sobre Ics arccs un tArcer pldstico, 2. Alternativas para la aplicaci6n del 
que cubra todo el sistema. SI 6ste no tiene el tratamlento de colarizaci6n 
ancho ,Auficlente, Junte dos plsticos por los 
bordes en toda su longitud. Utilizar varllas de Para colocar el sustrato, utilIzar mangas o 
madera de 1cm por 2 cm par la longitud reque- tubas transparentes de polietileno. Pueden 
rida, colocando una en la parte superior y otra fabricarse sellando el borde con la ayuda de 
en la parte Inferior, y entre ellas los dos bordes dos maderitas y clavos o simplemente doblan
porjuntar. Asegurar con clavos de 3/4"de longl- do las entradas del tuba (figura 15). 
tud. Finalmernte, el plstico se coloca sabre los 
arcos dispuestos transversalmente, quedando 
la unl6n en la parte central (flgura 13). 

... " Figura 15i 725Opliaot eo 

nadra do I x 2 x largo da1 poniblo Las balsas con el sustrato asf preparadas se 
pueden utilizar sin cubridas con los arcos ni con

Fgura 13. un pldstico adicional. En este caso, los ensayos 

demostraron que la temperatura del sustrato 
alcanz6 de 45 a 55oC durante las horas en queCubrir con arena los bordes laterales qua se ls'ysslrsIcdea nfrn epn 
lcs'ar (maxim icine aencuentran en contacto con el piso. Quedando 

asf toda la c~mara hermticamente sellada 

(figura 14). Sin embargo, colocdndolas debajo de los 

arcos y con una capa ms de pldstico (figura
16), la temperatura alcanzada fue de 60 a 70oC, 
reglstrdndose una temperatura maxima de 
740C para las condiciones de La Molina, Lima. 

Figura 14. 
FIgura 16. 

Febrero, 1993 Deteccl6n/Plantas Indicadoras 3.2.2-pag.7 

4o 



Centro Internaclonal do Ia Papa (CIP) 

3. Durecl6n del tratamlento 

La solarizaci6n debetener una duracl6n corn-
prendida entre 4 y 6 semanas. Se recomlenda 
ensayar la t6cnica para determinar la duracl6n 
del tratamlento en las diferentes zonas donde 
se vaya a utilizar. 

Dependlendo de las horas de insolacl6n y de 
la Intensidad de la radlacl6n solar, puede ob-
tenerse, en un manor nimero de dfas, un 
sustrato altamente desinfestado. 

4. Rango do eliminaci6n de plagas y
 
onfermedades agrfcolas presentes en el 

sustrato. 

El sustrato contlene un ampllo rango de 
microorganismos pat6genos, nematodos e In-
sectos quo afectan generalmente alas rafces y 
al cuello de Ins plantas producl6ndose dentro 
de los Invemaderos p6rdldas considerables en 
las camas de produccl6n. 

a) Hongos 

La solarizaci6n logra reduclr las poblaclones 
de varlas especles de hongos que se en-
cuentran presentes en el sustrato do slembra, 
como Vertic/l/lum dahllae, Pythium sp., Rhlzoc
tonla solani y Thielavlopsis bas/cola. 

b) Bacterlas 

Con este m6todo so ellminan tambl6n gran 
parte do bacterlas que afectan el crecimlento 
do las plantas de papa. Algunos Investlgadores 
han encontrado quo los suelos tratadow c:'n 
solartzaui6n presentaron en un medio do PDA 
(papa-agar-dextrosa), un menor ntmero de 
colonlas bacterianas y fungosas, conflrmando 
as( la efectivldad de este tratamlento. 

c) Nematodos 

La solardzacl6n elimina los nematodos con-
tenidos en los sustratos tratados. Meloldogyne 

Febroro, 1993 

Incognita es ellminado eflc(azmente. Las 
poblaclones de Globodera spp., Pratylenchus, 
Paratrichodorus, Criconemella, Xiphlnema y 
Pratylenchus spp. se reducen entre un 42 y 
100%. 

d) Insectos 

Clertas larvas y pupas de algunos Insectos 
que atacan la papa y que se encuentran on el 
sustrato pueden ser elimlnadas. 

5. Otros efectos do la solarizac16n 

a) Disponiblildad de nutrientes 

Los sustratos tratados con solarizacl6n 
muestran clerto Incremento en el contenido de 
materla org~nlca y mlnerales. El radical NO3 se 
Incrementa, asf como otros lones como NH4+, 
K+ , Ca + +, Mg+ + y C. 

El sustrato es preparado normalmento en 
base a una mezcla de musgo, arena y suelo, 
esto es, tlene un alto contenldo de materla 
org.nica. Sometido a un proceso de 
varlaclones de temperatura y humedad, se 
acelera el proceso de mineralizaci6n de la 
materla orgdnica. 

Sin embargo, en clerta etapa do desarrollo de 
la planta se pueden presentar sfntomas de 
deflclencla de olementos menores, posible
mente por efecto de la destruccl6n de Ia flora 
ben6fica del suelo. Estas deficlencias se cor
rigen con la apllcacl6n de abonos follares 
quelatizados. 

b) SemIllas do malezas 

Las semlllas y las partes vegetativas do 
propagacl6n, como los rizomas y bulbos do las 
rn.leas que se encuentran on los sustratos de 
ssimbra, sc.i ellminados hasta en un 100%. 

Se ha nomprobado la eficacia quo tienen las 
altas temperaturas logradas con la solarizacl6n 
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par destruir estas formas de propagac16n en metilo para producir "semilla b6sica" de papa 
los sustratos pard la produccl6n de semilla en Invernaderos. INIPA/COTESU, Centro Inter
blsica de papa en los Invernaderos y par la naclonal de la Papa (CIP), Lima, Perl. 
produccl6n de plantas Indicadoras de virus. 

AGUILAR, J. et al. 1989. Deslnfeste el sub-
Modificado de: 	 strato de slembra por el m6todo de la 

solarizacl6n. INIAA/COTESU/CIP, Centro Inter-AGUILAR, J. y C. VITORELLI. 1987. Desln- naoaldIaP CILmaPr.
 
pa
feste el substrato de slembra con bromuro de 

as profeslonales involucrados en actividades de capacltacl6n desarrolladas por el CIP y est 
onstitulda por una serle de fasc(culos susceptibles a ser actualizados. 
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SuNoADTE ,NICADE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.2 DETECCION/ Plantas Indicadoras 

Fasclculo 3.2.3 Inoculaci6n de Plantas Indicadoras 
para la Detecci6n de Virus de Plantas 

1.Inoculacl6n mecinica 

Con excepcl6n de algunos virus, como el 
virus del enrollamlento de la hoja de papa 
(PLRV) y "Solanum apical leafcurl virus" 
(SALCV), la mayorfa de los virus de papa 
pueden ser transmitldos por Inoculaci6n 
mecdnica. 

a)Materiales: 

" mortero ypil6n est6riles 
" plantas indicadoras 
" polvo de carborundum (600 mesh) 
" hisopos de algod6n est6riles 
" 2 a 3 g aproximadamente del material 

vegetal que va a ser probado (hojas 
j6venes, p6talos, tub6rculos, rarces) 

* solucl6namortlguadorafosfatoo,olM pH 
8,0 


" atomizador con agua destilada 


Preparar las sigulentes soluclones en aguadestilada: 

Soiucl6n A: 

NaH2PO4.H20 27,6 gI 
Solucl6n B: 

Na2HPO4.7H20 53,65 g/l 
Na2HPO4.12H20 71,64 g/l 
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Mezclar 2,65 ml de la solucl6n A y 47,35 ml de 
la solucl6n By Ilevar aun volumen final de 100 
ml con agua destllada. 

b)Procedlmlento: 

Lavarselasmanos conjab6n. Identificarcada 
planta indlcadora indicando fecha, origen de la 
muestra y cualquier otra informacl6n per
tinente. Espolvorear ias hojas de las plantas 
indicadoras con Carborundum (figs. 1 y 2). 
Macerar en el mortero el tejido vegetal que va 
a ser probado con 2 ml de soluc16n amor
tiguadora (fig. 3). 

Humedecer un hisopo de algod6n 6 la punta
de un dedo con la savla e Inocular todas las 
hoJas de la planta Indicadora (figs. 4 y 5). 
Realizar cada pasada del hisopo o dedo co
menzando en el peclolo y hasta la punta de 
hoja. Sostener la hoja utilizando una toalla de 
papel. Evitar una presl6n excesiva. 

Inoculr un "grupo control" de piantas In-Ioua n"rp oto"d lna n
dicadoras con soluc16n amortiguadora pura. 

Inmedlatamente despu6s de la Inoculaci6n, 
lavar suavemente la savla de las hojas !no
culadas utilizando el atomizador con agua des
tilada (fig. 6). Colocar las plantas en el 
Invernadero. 

Es recomendable cubrir las plantas con 
papel perlidico una vez que hayan sido tras
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ladadas al Invemadero hasta el dia sigulente. 
Esto ayuda a mantener la humedad sobre las 
hojas durante un tiempo mAs prolongado. 
Probablemente la oscuridad tambi6n tenga un 
efecto beneflcloso. 

Retirar todo el material utllizado, limplar la 
mesa, y lavarse las manos antes do proceder 
con la sigulente prueba. 

2. Injertos 

Todos los virus de papa, incluyendo los que 
no pueden ser transmitldos por Inoculacl6n 
mec~nlca, pueden ser fdcilmente Inoculados a 
plantas indicadoras utilizando Injertos. Sin em-
bargo, la planta donante y la hospedera 
reciplente tlenen que ser compatibles y el virus 
debe infectar sist6mlcamente a la planta In-
dicadora. 

a) Materiales: 

" cuchUla delgada, hoja de afeltar o bisturf 
" rafia flexlbilizada en agua o tiras de 

parafilm de 1 x 3 cm 
" estacas de madera para sostener a las 

plantas 
" bolsas do plstico (ligeramente m~s 

grandes quo las plantas que van a ser 
injertadas) 

" plantas Indicadoras "porta-injerto" (las 
plantas Indlcadoras utilizadas para el in-
jerto deben ser mds maduras que las 
plantas utillzadas en la inoculaci6n 
mec~nlca; los tallos de las indicadoras 
deben ser fuertes y suficlentemente 
gruesos para sostener el Injerto) 

" material vegetal quo va a ser probado 
("pa") 

* 
ExLsten varos procedimlentos para realizar 

Injertos. Para la deteccl6n de virus de papa, los 
mds cominmente utilizados son: injerto de lado 
e Injerto de aproximacl6n. 

b) Injerto de lado: 

Febrero, 1993 

El injerto de lado requiere que la planta 
donante y la planta reclplente sean muy com
patibles. 

De la planta Indicadora (porta-injerto) retirar 
la mayor~a de las hojas madura. Si es necesaro, 
sostener la planta con una estaca. Realizar una 
Incisl6n obllcua de 0,5 a 1 cm de profundldad 
hacia abajo en el tallo (figs. 7 y 8). 

Del hospedero donante (ptia) selecclonar un 
ApIce j6ven con una o dos hojas. Tallar la base 
do la pa en forma de cuha do 0,5 a 1 cm largo 
(fig. 9). 

Insertar la p~a en la lnclsi6n del porta-injerto 
y asegurarla con rafia o parafilm (figs. 10 y 11). 
Cubrir la planta Injertada con una bolsa do 
plstico himeda (fig. 12). Colocar la planta en 
un lugar sombreado y fresco. 

Revisar la planta dlarlamente para asegurar 
quo la bolsa de pl~stico est6 h6meda. Despu6s 
do 3 a 4 dfas, retirar la bolsa y transferir la planta 
al Invernadero. 

En este tipo de Injerto so puede utilizar6plces 
de tallos y hojas, o plezas de tubdrculo como 
pta. 

c) Injerto de aproximaci6n 

Tanto los porta-injertos como las pias se 
mantlenen por sf mlsmos mediante su proplo 
slstema de rafces. Este tipo do injerto es muy 
Otil cuando las plantas no son compatibles por 
Injerto de lado. 

En la planta donante, realizar un corte oblicuo 
de 1 cm do profundidad hacla abajo en el tallo, 
aproximadamente a 4 6 5 cm sobre el nivel del 
suelo. 

En la planta reciplente, y a la misma altura, 
realizar un corte hacia arriba en el tallo. El tallo 
debe tener un espesor similar al de la planta 
donante (fig. 13). 
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Insertar la pta en el portEfrnjerto y asegurarla 
con rafla o parafiln (figs. 14 y 15). Sostener las 
plantas con una estaca. 

3. Transmlsl6n por voctores 

Los afidos son los vectores ms Importantes 
de virus de papa. Los virus transmitldos por 
Affdos pueden ser divldldos en dos grupos: no
persIstentes y persletentes. 

Los virus no persIstentes son adquiridos por
el dfido despu6s de algunos segundos de 
allmentacl6n en una planta Infectada. Pueden 
ser transmitidos a una planta sana en pocos
segundos (por ejemplo, PVY). 

Los virus persistentes son adquIrldos por el 
dfido despu6s de 20 a 30 minutos de 
allmentacl6n. Generalmente, tlenen un perfodo
de latencla que varfa de horas a d'as en el dfido 
antes de que puedan ser transmitldos a una 
planta sana. Su transmlsl6n requlere de un 
perfodo de alimentacl6n igualmente largo (por 
eJemplo, PLRV). 

Si se necesitan dfidos vectores regularmente, 
se deben mantener colonlas puras de los mls-
mos. Para al mantenimlento de los Afldos se 
necesitan jaulas entomol6gicas de 40 x 40 x 60 
cm que cons!sten en marcos de madera cubler
tos con una malla a prueba de dfidos (0,3 mm; 
fig. 16). Las jaulas pueden tambln ser de 
acrfllco transparente (40 x 25 x 25 cm; fig. 17). 
Las planchas de acrflico que forman los lados 
de la jaula deben tenor agujeros grandes
cublertos con malla do nylon. Este tipo de jaufa 
generalmente no tiene base ya quo se coloca 
sobre bandejas de plstico o aluminlo Ilenas de 
arena de cuarzo. Las plantas deben ser regadas 
en las jaulas humedeclendo la arena. 

El Afldo vector mds Importante de virus de 
papa es Myzusperslcae. Se utiliza una lupa lOx 
para Identificarlo. 

Myzus pers/cae generalmente coloniza las 
hojas Inferiores maduras de la planta de papa. 
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El colorde los dfidosvar'a do verdea melocot6n 
y,algunas veces, son translOcidos. El abdomen 
es ovalado (con forma do huevo) y su ancho es 
casi igual a la distancla que existe entre e t6rax 
y la base de los sifones. La cabeza tiene 
tub~rculos antenales promlnentes dirigidos
hacla adentro. Las formas aladas tlnen una 
mancha negra distintiva on el abdomen. 

a)Mantenimiento do colonlas do dfldos Ilbres
 
do virus:
 

Debido a quo los adultos virulfferos no trans
miten virus de papa a su progenle, se pueden 
establecer f~cilmente colonlas libres do virus. 

Tomar una hoja pequefia de una planta do col 
china joven y sana (Brassica pekinenss) y
cubrlr ol extremo del peciolo con algod6n
humedecido.Asegurarelalgod6nconparafilm. 

Colocar la hoja en una placa petri de pldstico
(14 cm de dlmetro). Abrlr un agujero, 
preferiblemente en la tapa, y cubrlo con ur'a 
malla a prueba de dfidos. Revlsar la hoja dlarla
monte y humedecer el algod6n cor agua des
tilada utilizando una jeringa. 

Colectar una hoja de papa en el campo que
 
tenga 6fidos alados. Si no hay adultos alados,
 
utilizar adultos dpteros.
 

Perturbar a los fdos tocando el abdomen 
con un pincel de pelo de camello himedo No 0. 
Cuando los 6fidos retiren su estliete y comien
cen a moverse, transferirlos a la hoja de col 
china. Cerrar la placa petri. 

Observar la hoja diariamente con la ayuda de 
una lupa para detectar la aparicl6n de nuevos 
tfldos. Transferlr las nlnfas a una planta de col 

china sana y colocar la planta en una jaula.
Despu6s de 3 6 4 semanas, dependlendo de 

la temperatura, la planta de col china se 
encontrard Ilena de dfidos novirulfferos (sanos). 

La iluminaci6n continua no s61o evita la
producci6n de Wfidos alados, sino que tembi6n 
Inhibe el buen crecimlento do la planta. MJr.3 
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liuminacl6n de 16 horas favorece el crecimlento 
de las plantas y reduce la aparici6n de Afidos 
alados. 

b) Problemas frecuentes: 

Los Insectos par6sitos de Afidos pueden ser 
controlados mediante Insecticidas especfficos; 
sin embargo, los Insecticidas afectan el vigor de 
los dfldos. En este caso, la prevencl6n as Io 
mejor. Revisar las colonlas regularmente para 
detecta; la aparlcl6n do pardsltos. SI es posible, 
utllizar una red doble on las jaulas y mantener 
dos colonlas al mismo tlempo, de esta forma, si 
en una de las colonlas aparecen pardsitos, 
todavfa es posible Ltlllzar la otra (fig. 18). 

Los hongos par~sitos pueden producir 
problemas cuando la humedad dentro do la 
jaula es alta. Regar las plantas culdadosamente 
(fig. 19). 

La excreci6n azucarada ("honeydew') produ-
cida por los 6fidos promueve el crecimlento de 
hongos sapr6fltos. El ennegrecimiento do la 
superficle de las hojas es una Indicacl6n de quo 
la colonla debe ser renovada. 

Aunque los Acars no atacan a losdfdos, la 
anelos ~cas no atcainar. os r uldosa

poblacl6n tiende a doclinar. Camenzar una 
nueva colonla despus de haber deslnfectado 
na clasy mes~s o abr dolectado
ias jaulas y mesas con un acaricida aproplado 

(fig. 20). 

c) Inoculacl6n do plantas indlcadoras: 

Los mismos matorlales y procedimientos, 

con varlaciones m(nimas, pueden ser utilizados 

paratransmltir virus no persistentes y persisten-
tes. 

Los materlales necesarios son los siguientes: 

lafosl no viffeos p
Iacolonla do dfidos) 

un a 

" placa petri de 14 cm do dimetro 

" plantas Indicadoras j6venes 
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* 	 Pincel de pelo de camello N0O 6 cualquier 
otro pincel do polo flno 

e reciplente con agua destilada
 
e plezas pequehas de papel flitro
 
* 	 hoja o planta hospedera que va a ser 

probada 
* 	 Jaulas de plstico (250 - 500 cm3 de 

capacldad) con un agujero cublerto con 
una malla a prueba do dfidos 

Perturbar a los dfidos an la hoja de col china 
con el pincel de pelo de camello humedecido o 
resplrando sobre ellos. Transferir los dfidos a un 
papel filtro ht~medo dentro do una placa petrl. 
Cerrar la placa petri y la mantenerla durante 1 
hora en un lugar sombreado y fresco (ayuno). 

Colocar una hoJa de la planta que va a ser 
probada en otra placa petri y transferlr los Afidos 
a ella. Asegurar quo los Afidos se allmenten en 
la hoja. En el caso do los virus no persistentes, 
permitirla alimentacl6n de los Afidos durante 20 
minutos yen el caso de los persistentes durante 
24 a 48 horas. Para prevenir el desecamlento 
de la hoja (que ocurre en 24 horas), utilizar 
algod6n himedo en la base del peclolo. 

Transfedr por lo menos cinco dfidos a cadaplanta Indicadora. Cubrir la planta con una jaula 
de pldstico. En el caso de los virus no persis
totsprmtrualenclndate1
tentes, permitir su alimentac6n durante 15 
minutos y en el caso de los virus persIstentes
durante 24 a 48 horns. 

Matar a los Afidos con un insecticida y colocarlas plantas IndIcadoras Inoculadas en el Inver

nadero para el desarrollo y la observacl6n delos srntamas. 

En todo experimento do transmis16n de 
Wldos, utilizar el control aproplado para distin

guir los sfntomas virales de los sfntomas 

provocados por otros factores. Alimentar un 
grupo de afldos en plantas sanas y transferirlos 
aplantas indicadoras. 
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4. Desarrolo do los sintomas Clertos virus de papa producen solamente 
sintomas locales en algunas Indicadoras, 

Las plantas inoculadas deben serobservadas mientras que otros pueden producir tanto 
diarlamente para observar el desarrollo de los sfntomas locales comosist6miccs (vercuadro). 
sfntomas. La mayorla de los virus do papa 
producen siniomas claos con temperatums So recomlenda mantener un alslamlento del 
fras. virus puro para estudlos futuros y como control 

postivo para las pruebas serol6glcas. 
La velocidad do la apadcl6n do los sfntomas 

depende do la temperatura, la luz y el virus Las plantas de campo normalmente se en-
Involucrado. cuentran infectadas con mds de un virus. Seguir 

las Ind!caclones dadas en la iiltima pdgIna para
Los sfntomas pueden ser divldidos en dos separar los virus y obtener aislamlentos puros. 

grupos: 
" Sfntomas locales. So restringen al sitio do Fuente: modificado de"Use of IndicatorPlants 

Inoculaci6n (fig. 21). for Detection of Potato Viruses" CIP research 
" 	 Sfntomas slst6micos. Aparecen en hojas guide21, Centro Internaclonal de la Papa, Uma, 

no inoculadas (fig. 22). PerO. 1989. 

Plants Indlcadora PVYo APMV PVS APLV PVXc PVXhb PLRV 

Nicotlanatabacum 
"White Burley" -/mos -1- -/-	 crs/vn,mos crs/mos,vn /-
N. tabacum "Samsun" cs/mos -I- -I- -I- cs/mos crs/crs,vn -I-
N. glutinosa -/mos,ld -/mos 4- -/mos cr,ns/vn,ld cs/Id,mos -I-
N. dobneyl cs/mos,ld -/- /mos -/mos nrs/vn,mos nrs/vn -/-
N. occidentalls nslvn,ld cs/vy,ld -/- cs/mos cs,ns/vn,ld ns/vn,ld -
N. benthamlana cs/mos,ld cs/mos,ld -/mos -/mos nrs/mos,ld crs/mos,ld -I-
N. b/gelovil -/mos -/mos,ld -I- -/mos,vn cs,ns/vn cs/mos,vn -I-
N. xanthl cs/nlp,mot -I -I- -I- crs/vn crs/crs,mos -I-

Chenopodum quinoa cs/- -I- cs/Id cs/- cs,ns/- cs,ns/id -I-

C.amaranticolor cs/- -/. cs/Id cs/- csns/- cs,ns/ld -I-
C.murale cs/- -I- psl -/mos cs,ns/- cs,ns/- -I-

Datura motel -/mos -I- -I- -I- ns/mos ns/mos,ld -/-

D.stramonlum ./- ./. -I- -I- cs,ns/vn,ld cs/mos,vn,ld -/ivc
Gomphrena globosa -I- -I- -I- -I- ns/- ns/- mot/Id
Lycopersicon
esculentum "Rutgers" -/mos -I- -I- -I- cs/vn,ld cs/vb,mos,vn I 

Sfntomas locales y sist6micos causados por virus de papa en algunas plantas indicadoras seleccionadas. mot: 
moteado; nIp: patr6n de Ifneas necr6ticas; vy: amarillamiento de venas; crs: anillos clor6ticos; vb: bandeamiento 
de venas; I:infeccl6n latente; mos: mosalco; cs: rrm.nchas clor6ticas; ns: manchas necr6ticas; vn: necrosis do 
venas; Id: deformaci6n de hojas; ivc: clorosls Intervenal. 
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A(P) 

PLRV + PVX _ 

S 

Physalls floridana Nicotlana glutinosa 

PLRV PVX 

Separacl6n de PLRV y PVX a partir de una planta Infectada con ambos virus. A(P): dfidos 
(persistente); S: inoculaci6n mecdnica. 

Nlcotl anabneylDatura d 
stramonlum ] 

Nlcotianabenthamlana PLRV 

PVY A(NP) 

Separaci6n de PVY y PLRV a partir de una planta infectada con ambos virus. A(P): dfidos 
(persistente); S: Inoculaci6n mecdnica; A(NP): dfidos (no persistente). 

S A(P)
PVX + PVS + PLRV 

Datura stramonlum Physalis floridana
Chenopodlum murale 

PVX PLRV 
PVS 

Separacl6n de PVX, PVS y PLRV a partIr de una planta Infectada con los tres virus. A(P): dfidos 
(persistente); S: Inoculacl6n mechnlca. 
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION I 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3 DETECCION /Serologla 

Fasciculo 3.3.1 Introduccidn a la Serologia 

INTRODUCCION 

Las caracterfsticas morfolbgicas de especles 

de plantas y animales son factores que las 
clenclas naturales descriptivas utilizan como 
criterlo para una clasiflcacl6n. Pero desde que 
la serologfa desarroll6 como disciplina ha sido 
posible esclarecer las diferenclas entre los 
seres vivients en base a consideraciones 
qufmlcas que determinan varlaclones en sus 
estructuras. Se Ilegaron a estas consi-
deraclones de manera Indirecta y no como 
resultado de estudlos hechos en base a la 
simple observacl6n. 

La idea de especlflcldad se origina en el co-
nocimlento que despu6s de la recuperaci6n de 
una enfermedad Infecciosa existe una clerta 
resistencla a esta enfermedad en particular (in-
munidad), hecho del cual se bas6 Jenner para
la apllcacl6n prdctlca de su primera vacuna. 

LAn~b o esqda nadel expcaimn pdreestefenbmeno permili el descubrimiento de un 
grupo peculiar de sustanclas en el suero 
sangufneo que fueron Ilamadas anticuerpos. 
AIgunos anticuerpos protegran al organismo de 
agentes Infecclosos (bacterias y virus) o 
neutralizaban taxinas. 

Estas sustanclas, ahora deflnitivamente 
reconocidas como globulinas modiflcadas, se 
forman no solamente como resultado de una 
Infecci6n, sino tambl6n como consecuencla de 

la admlnlstracl6n de clertas sustanclas 
pellgrosas de gran peso molecular (toxinas de
bacterlas, animales y plantas superlores) o de 

bacterlas muertas. 

Una de las Ifneas de investigaci6n en 
serologfa y que determIna una separaci6n de la 
pregunta original acerca de la resistencla (in
munidad) a enfermedades, comlenza con el 
descubrImlento de que la Inmunizacl6n 
causada por bacterlas y toxinas es s6lo parte
del principlo general y que el mismo mecanis
mo entra en juego cuando materlales In6cuos, 
tales como c6lulas o protefnas derivadas de 
especles ajenas, son Inoculadas en anlmales. 
En este caso ocurre la aparicl6n de anticuerpos 
en el suero que causan la aglomeracl6n, 
destruccl6n de c6lulas o preclpitacl6n de estas 
protefnas. 

Todos los Inmuno-anticuerpos tlenen en 
com~n la propledad de ser especfflcos, estosignfica, literalmente, que reacclonan s6lo conunatea(eqeteutiadpraa 

un ant fena pe se 
protenas, c6lulas sangufneas de una especie 
diferente bacterlas a virus. 

El desarrollo de las clenclas biol6gicas ha 
permitido que en la actualidad se utillcen 
t6cnlcas bloqufmlcas e inmunol6gicas en el 
diagn6stico de diversos males que afectan al 
mundo contempordneo, que por ser de mayor 
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especificidad, preclsl6n y eficlencla han 
logrado desplazar a los m6todos conven-
cionales. 

HISTORIA 

Edward Jenner (1749-1823) estA conslderado 
como el plonero en el uso de vacunas para 
prevenir enfermedades infecclosas. 

Louis Pasteur (1822-1895) estudl6 dlversos 
m6todos para atenuar [a virulencla de los 
pat6genos, en base a los cuales se desarro-
Ilaron las vacunas. 

H. Bence-Jones (1847) descubri6 en la orina 
de paclentes con mleloma miltlple una protefna
anormal. La protefna, producida en exceso, era 
un dfmero de cadenas Ilgeras L. 

Paul Ehrlich (1854-1915) descubri6 que los 
anticuerpos se sintetlzan en respuesta a la 
presencla de antfgenos y que la Inmunidad 
puede ser transferlda do madres a hljos. 

George Nuttall (1888) descubrt6 la propledad 
bacterlcida de la sangre. 

Gruber y Durham (1896) demostraron la 
primera reaccl6n serol6gica de aglutinacl6n del 
vlbrl6n del c6lera con su respectivo antlsuero. 

Albert Coons (1942) desarroll6 m6todos 
hlstoqurmicos para la deteccl6n de pat6genos 
utlllzando antlcuerpos fluorescentes. 

O.Ouchterlony, J.Ondln y S.Elek (1946-1948) 
describleron las pruebas do dlfusl6n en gel para 
la deteccl6n y estudlo del virus. 

P.Grabar y C.Wllams (1953) desarrollaron la 
t6cnlca de la Inmuno-electroforesis. 

AlIck Isaacs (1957) produccl6n del Interfer6n. 

Solomon Berson y Rosalyn Yallw (1959-1960) 
desarrollaron la radloinmunologfa. 
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Rodney Porter (1962) propuso un modelo 
bsico de cuatro cadenas para la estructura de 
las mol6culas de Inmunoglobulina. 

G. Edelman et al. (1968) pudleron establecer 
la secuencia amlnoacdlica completa de un an
tlcuerpo IgG partlendo de la sangre de un pa
clente con mleloma mtiltiple. 

A. Voller et al. (1976) reportaron la primera 
deteccl6n de tres virus de plantas por la prueba 
de conjugados enzlmdtlcos (ELISA). 

George Kohler y Cesar Miltsteln (1981) desa
rrollaron la t6cnlca de produccl6n do antlcuer
pos monoclonales. 

INMUNOQUIMICA 

Los leucocitos o gl6bulos blancos son c6lulas 
sangufneas que tlenen como funcl6n la defensa 
del organismo. Existen diferentes tipos de 
leucocitos, entre los ms representativos se 
encuentran los slgulentes: 

Monocitos: miden de 15 a 18 urn y repre
sentan del 0 al 8%del total de leucocitos. Son 
los Ilamados macr6fagos y se encargan de 
fagocltar grandes mol6culas. 

Linfocitos: mlden de 8 a 9 um y representan 
entre el 30 y el 35 %. Intervlenen en las 
reaciones de antfgeno-antlcuerpo. 

Eosln6fllos: mlden de 12 a 13 um y repre
sentan del 0 al 8 % de los componentes 
sangutneos. Intervlenen en reacciones 
antfgeno-antlcuerpo (sobre todo en alergias). 

El sistema inmunol6gico comprende dos 
ttpos do manlfestaclones: Inmunidad celular e 
Inmunldad humoral. El linfocito es la c6lula 
primarla Involucrada en esto tipo de respuesta. 
Se ha podido Identificar dos poblaclones distin
tas do linfocitos: c6lulas T (Linfocitos T) y 
c6lulas B (Llnfocltos B). 

Deteocl6n/Serologfa 3.3.1-pag.2 



Centro Internaclonal do Ia Papa (CIP) 

Linfocitos T: son responsables de la In-
munidad celular; esto es, reactivldad cut~nea 
retardada, rechazo a Injertos, Inmunidad an-
titumoral y defensa celular contra hongos y 
agentes pat6genos Intracelulares. 

Unfocitos B: so desarrollan en la bolsa de 
Fabriclo en las aves, pero so cree quo derivan 
de Ia m6dula 6sea en los mamrfferos. Son 
responsables do la Inmunldad humoral que se 
expresa en la produccl6n de protefnas 
plasrnticas especflcas circulantes Ilamadas 
antlcuerpos o Inmunoglobullnas. 

ANTIGENOS 

Las sustanclas quo pueden inducr una 
respuesta nrnunol6gca (humoral, celular o 
nixta do c6ulas T y B) cuando son inoculados 

on un animal so denomlnan antgenos olnmnun6genos. La mayor parte do antigonos son 

protefnas macromoleculares, pero tambl6n 

pueden ser inmunog6nlcos, pollsacArldos, 
pollp6ptldos sint6ticos, asf como otros 
polmeros slnt6ticos. 

Par que uns rnol~cula sea Inmunog6nicad Pair on molcua eamuniogna 

deb cumpl r con clertos requlsltos: 


a) Las mol6culas deben ser extralias al
hospedero. 

b)Las moldculas de peso molecular mayor a 

10,000 son d6bilmente inmunog6nicas; 
protoenas do peso molecular slperlor a100,000 
son inmun6genos mrs potentes. 

c) La mol6cula debe poseer un clerto grado 
de complejldad para ser antlg6nlca. La lnmu-
nogenicidad crece con la complejidad estruc-
tural. Adenm s, los aminodcidos aromdticos 
contribuyen m~s a la Inmunogenlcldad que los 
reslduos de amInodcIdos no aromtIcos. 

d) La capacidad de responder a un antfgeno 
varfa con la especle e Incluso con la constltu-
ci6n gen6tica del animal. 

DETERMINANTES ANTIGENICOS 

La produccl6n do inmunoglobulinas requlere 
de la unl6n del antigeno a la superflcle del 
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linfocito. Los sitios de combinacl6n sobre la 
superficle del llnfocito consisten en mol6culas 
semejantes a los anticuerpos Ilamadas recep
tores de los antfgenos. S61o porclones restrin
gidas de mol~culas antig6nicas est~n 
relaclonadas con los sitlos de comblnacl6n 
para los anticuerpos. Estas 6reas seoaenomInan 
determInantes antlg6nicos y ellas determinan la 
especiflcldad de las reacclones antfgeno-an
ticuerpo. Un determlnante antlg6nico puede 
comprender s6lo 667 amlno~cldos del total de 
una protefna, dicho en otras palabras, un virus 
por ejemplo, Induce la producc16n de una 
mezcla de anticuerpos que reaccionan con 
varlos de los determlnantes antlg6nlcos de las 
part(culas; es asf como podemos definlr a losantlsueros que contlenen una mezcla de an
tlcuerpos como "antisueros pollclonales". El 
nOmero do determinantes antig6nicos en una 
sola mol6cula varfa con su tamafro y cornpljdd 

HAPTENO 

Es una mol6cula pequehia qulcamente 
deflnlda, la cual no puede Inducir la produccl6nde antlcuerpos especfficos contra ella. Sin em
bargo, cuando so encuentra unlda covalente
mente a una mol6cula mayor puede actuarcomo determninante antig~nlco e induclr Ia 
sintesis de antcuerpos. 

ADJUVANTES 
-

Para incrementar la respuesta lnmunol6glca 
so hace uso de sustanclas denominadas 
adyuvantes. Estas sustanclas no s6lo estimulan 
la formacl6n de los antlcuerpos, slno que los 
conservan en forma de dep6sitos en el lugar de 
la Inyeccl6n para su lenta liberacl6n durante el 
perfodo de sintesis de los antlcuerpos, ya sea 
por adsorcl6n a partfculas s6lidas, como por 
Incorporacl6n a una emulsl6n oleosa. Las sus
tanclas ms utilizadas son: fosfato do calclo, 
geles Inorg~nicos, hidr6xldo de aluminlo, ben
tonita, alb rnina de suero metiolado y adyu
vante Incompleto de Freund. Este t'ltimo es el 
m~s utllizado con antfgenos virales. Conslste en 
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una emulsl6n de 9 partes de aceite mineral 
(lanolina) con una parte de detergente. Ebto 
permite la formacl6n de un emulsificado es
table. SI la mezcla aders contlene c6lulas 
muertas de Mycobacter/um sp., se denomlna 
adyuvante completo de Freund. 

ANTICUERPOS 

Los anticuerpos son Inmunoglobulinas 
producidas par un organismo en respuesta a la 
Invasl6n de compuestos fordneos tales coma 
protelnas, glicldos y polfmeros de dcldos 
nuclelcos. La mol6cula de anticuerpo so asocla 
de forma no covalente con la sustancla forAnea 
Iniclando un proceso medlante el cual se 
ellmlna la sustancla extrafia del organismo. 

La molecula del anticuerpo estd formada 
bdsicamente por cuatro cadenas pollpept(dicas 
que conforman la unidad bslca: dos cadenas 
pesadas (H) lddntlcas (PM 53 000 a 75 000) y 
dos cadenas ligeras (L) (PM 23 000) que se 
encuentran unidas par puentes disulfuro. Exis-
ten dos reglones en la mol6cula del anticuerpo: 
la fraccl6n comOn (Fc) y [a fracc16n variable 
(Fab): 

a) Fc: esta canstitulda par una parci6n de 
cadenas pesadas (PM 50 000). 

b) Fab: esta fraccl6n determlna la espe-
ciflcldad de los antlcuerpos y estA constitulda 

par la otra porcl6n de las cadenas pesadas y 
par las cadenas Ilgeras (PM 100 000). 

Las Inmunoglobulinas compuestas de m~s 
de una unidad monom6rica bdslca son 
Ilamados pol(meros. En base a estudios 
electrofor6tlcos y de ultracentrifugacl6n se ha 
podido dividlr a las inmunoglobulinas en 5 
grupos: 

a) IgG : La fraccl6n principal de anticuerpos, 
comprende al 80% de las Inmunoglobulinas. Su 
peso molecular fluctt~a entre 150 000 - 160 000, 
contlene de 2 a 4 %de carbohidratos y tiene la 
movillidad electrofor6tica m~s baja de la In
munoglobulinas. Es la Onlca quo es capaz de 
atravesar placenta. 

b) IgA: Tlene un peso molecular de 180,000 
a 400 000. Diflere de la IgG en qua tiene un 
contenldo superior de carbohidratos (5-10%). 
La IgA se encuentra en altas concentraciones 
en la sangre, en las secreclones como el 
calostro, en la saliva, las lgrImas y en las 
secreclones do los bronqulos y del tuba diges
tivo. La IgA no atravlesa la placena. 

c) IgM : Es la protefna m~s grande y a~n no 
ha sido poslble determinar su secuencla de 
aminodcldos. Contlene 576 aminodcldos y 
tleneunpesomolecularde950000. Esel primer 
anticuerpo en ser slntetlzado en un animal o ser 

Propledades de la inmunoglobulinas humanas (Harper H. 1980). 

IgG IgA IgM IgD IgE 

Peso Molecular 150000 160000 900000 180000 190000
 
Coeficlente de
 
sedimentaci6n 6-7 7 19 7-8 8
 
Concentraci6n en
 
el suero (mg %) 1000 200 120 3 0,05
 
Transferencla
 
Placentarla si no no no no
 
Actividad reagfnlca ? no no no sl
 
Usis bacterlana + + . . . ? ?
 
Actividad antiviral + ++ + + ? ?
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humano recl6n nacIdo. Las c6lulas que
producen IgM se dividen en dos c6lulas hjas 
que producen IgG. Las IgM pueden promover 
la fagocitosis de microorganlsmos por los 
macr6fagos y loucocitos pollmorfonucleares. 
No atravlesan placenta. 

d) IgD: NInguna actlvidad do antlcuerpo es 
atribulda a la IgD; su papel dentro del esquema
general de las Inmunoglobulinas es an des-
conocldo. 

e) IgE: EstA presente en el suero en con-
centraclones muy bajas. Su peso molecular es 
do 190 000. Cerca de Ia mItad de los paclentes 
con enfermedades al6rglcas presentan con-
centraclones elevadas de IgE. 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los antlcuerpos monoclonales son anticuer-
pos especfflcos a un s6lo determinante antlg6-
nlco del antfgeno. Los anticuerpos
monoclonales son producldos por c6lulas 
clonadas (hlbrldomas), resultantes de la unl6n 
de un linfocito B, con una c~lula de mleloma 
cancerlgena. El linfocfto le conflere la capaci
dad de producir anticuerpos y la cdlula del 
mieloma la de multiplicarse indefinidamente. 
Como todas las c6lulas clonadas a partir de un 
hibridoma provienen de s6lo un linfocito B, 
6stas producirdn antlcuerpos especfflcos a s6lo 
un determinante antig6nlco. 

REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO 

La unl6n antfgeno-antlcuerpo es no covalente 
e Irreversible, e Incluye puentes de hidr6geno, 
fuerzas do Van der Waals e Interacciones 
hidrof6blcas y coulomblcas. La complemen
tarledad qu(mlca que se produce semeja a Io 
que ocurre con una Ilave y su cerradura. 

El 6rea do uni6n del ant(geno con el anticuer-
po es de s6lo el 1%de la suparficie total de la
globullna y su especificldad depende de la 
secuencla de los aminodcidos presentes en esa 
regl6n. El grado de asoclacl6n del ant(geno con 
el anticuerpo depende de las caracterfstlcas de 
cada mol6cula y es determinado por la suma de 

Febrero, 1993 

los efectos de las interacciones entre ellas. 
SI [a afinldad y la avidez son altos, las mol6cu
las se unlr~n m~s ripidamente y la dlsoclacl6n 
serA muy lenta. El antisuero que da reacclones 
de proclpitac' jn m~s fuertes tiene mayor avidez 
que otro quo reacciona hasta la misma dilucl6n 
mostrando reacclones pobres. 

La aflnldad del antlsuero depende do: 
a)La temperatura a la que so reallza la reac

cl6n. A mayor temperatura so produce mayor
reaccl6n; sin embargo temperaturas mayores a 
400C producen [a desnaturalizaclOn de la 
protefna. 

b) La concentracl6n de sales. El bajo con
tonido do sales favorece la unl6n de reactantes. 

c) El pH. Puede producir cambios en la 
aflnidad ant(geno-anticuerpo. 

d) La concentracl6n de los reactantes para la 
formacl6n de preclpitados. 

PREPARACION DE ANTIGENOS VIRALES 

1.Virus que infectan animales 

pueden ser propagados en anlmales de 
laboratorlo, huevos embrIonados o en cultIvos 
In vitro. La especie animal utilizada para la 
produccl6n de antisueros debe ser filoge
n6ticamente lo ms alejada posible de la 
especle que normalmente infecta el pat6geno.
La preparacl6n viral debe contener una alta 
concentraci6n de virus y 6stos deben estar 
libres de contaminantes del hospedero. Por 
ejemplo, on el caso do la rabia es necesarlo usar 
en las primeras Inmunizaciones al virus Inac
tivado. 

2. Virus quo infectan plantas 

pueden ser propagados In vivo en las plantas
hospederas, que permiten la propagacl6n del 
virus en sus tejldos, obtenl6ndose de esta 
manera una concentracl6n alta de partfculas.
La dificultad de purifIcacl6n varfa en funcl6n al 
virus y a las plantas usadas como hospederas. 
En el caso de los virus cuya multiplicaci6n estA 
clrcunscrita al floema, la concentraci6n que 
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alcanzan en los tejidos es baja y por lo tanto su 
purfflcacl6nesdlflcultosa. 

INMUNIZACION Y PRODUCCION DE 
ANTICUERPOS 

A. Inmunlzacl6n 

Los animales cominmente utillzados para la 
produccl6n de antisueros para fines de 
investigacl6n son conejos, cobayos, ratones, 
cabras, ovejas, monos, caballos y galllnas. La 
eleccl6n de la especle se hace en base a lo que 
estd dlsponlble y al volumen requerido de an-
tlsuero. El mecanlsmo que regula la sntesis de 

* Virus (1) 

Nacr6fago (2) 

M~ule T 
ayudadora (3) 

slimndadrm (4) 

~ C6lul. B(5) 

Anticuerpo (6) 

~ C6lula T 
supresora (7) 

ilulmoria (a) 

los anticuerpos y de las reacclones que se 
producen en las c6lulas del sistema 
lnmunol6gico en presencla de partfculas vlrales 
es muy complejo y algunos aspectos de este 
proceso son todavla desconocidos. 

Podemos. esquematlzar el proceso de 
Inmunlzacl6n de la slgulente manera: 

1.Cuandolosvirus (1)Ingresanalorganismo, 
algunos de ellos son consumidos por las 
c6lulas macr6fagas (2). 

2.Algunos de los millones de linfocitos T de 
ayuda (3), que se encuentran normalmente cir-

Proceso de produccl6n do anticuerpo. en cl organismo. 
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culando por el sistema sangufneo, son ac-
tivados para Identificar al nuevo enemigo, en 
este caso una partfcula viral. Esta c6Iula se 
activa unl6ndose al macr6fago que ha atrapado 
a la partfcula. La unl6n so produce cuando el 
linfocito T reconoce en el macr6fago un mar-
cador proplo y uno correspondlente al 
antfgeno. 

3. El linfocito Tde ayuda asfactivado se multl-
plica, y 6ste a su vez estimula la multiplicaci6n 
de los llnfoctos Tellmlnadores (4) y de los linfo-
citos B (5). 

4. Cuando los linfocftos Bse han multlplicado 
(alrededor de un mill6n de Ifneas diferentes), el 
linfocito T de ayuda le IndIca que Inlcle la pro
duccl6n de una gran cantidad de anticuerpos 
(6) que circulan por el torrents sangu(neo. 

5. En el caso de los virus que causan Infeccl6n 
en ese organismo, algunas partfculas ingresan 
a las c6lulas para Iniclar su propla multipli-
caci6n. Los linfocitos Tellminadores producen 
dahio qufmico en la membrana de las c6lulas 
infectadas; interrumplendo Iareplicaci6n viral. 

6.Algunosanticuerposquesehansintetizado 
neutralizan alas partfculas virales restantes. 

7.Cuando la Infeccl6n se detlene, el linfocito 

T supresor (7)suspende todas las actividades 

del sistema inmunol6glco, evitgdo de esta 

manera que se produzcan reacciones des-

controladas. 


8. Los llnfocitos Ty Bde momorla (8), almace-
nan la Informacl6n sobre las part(culas virales y 
permanecen en el sistema sangufneo y IlnfdtIco. 
De esta manera quedan listos para movilizarsee hniclarlIa reaccl6n inmunolbgica si las mismas 
particulas virales nvadon el organismo. 

B. Vas de inmunizaci6n 

Puede ser intravenosa, Intramuscular, sub-
cutnea, intraperitoneal, Intradermal, intra-ar-
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ticular e intranodular, pudiendo considerarse 
6sta como una serle en orden creclente de 
efecto estimulatorlo de la respuesta Inmu
nol6gica. 

C. Produccl6n do antisueros 

La producci6n de anticuerpos se incrementa 
durante los dlas subsigulentes a la fecha de la 
primera Inmunizacl6n hasta alcanzar una 
concentracl6n maxima, que puede mantenerse 
por algunos d(as. SI se inyecta una nueva dosis 
del antfgeno, la sfntesis de anticuerpos se In
crementa rbpidamente, alcanzando una 
concentracl6n superior a la producida con la 
p;imera dosls del antfgeno. 

Los anticuerpos se encuentran en el suero 
sangufneo de los animales InmunIzados y este 
suero se denomina antisuero. 

Despu6s de la colecci6n de la sangre, 6sta se 
deja en reposo para separar el suero de los 
otros componentes de la sangre. El suero se 
centrifuga (7840 g x 15 min) para remover los 
residuos que no se han separado y se almacena 
congelado (-20OC a -70°C), liofilizado, o en 
forma Ifquida a 40C mezclado con un 
antls6ptico. 

Los suoros almacenados adecuadamente 
puedon permanecer activos por muchos arios. 
El antisuero estA compuesto por una mezcla do 
anticuerpos denomInados Inmunoglobulinas 
(Ig). 

TECNICAS DE INMUNODIAGMOSIS 

A. Pruebas do precipitacibn 

La precipitaclbn de los antrgenos y do los 
anticuerpos se produce cuando estas dos sustanclas reaccionan entre sf formando una 
estructura en forma do enrejado. Esta estruc
tura excluye a las moldculas de agua (reaccl6n
hldrof6blca), precipltdndose. Para quo la 
estructura de enrejado se forme es necesarlo 
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quo la concentraci6n de los reactantes sea 
proporcional. Es deci por cada mol6cula de 
anttgeno se requlere un nimero determinado 
de anticuerpos. 

En general los anticuerpos actan como 
mol6culas bivalentes y los antfgenos como 
moldculas multivalentes. Cuando hay un ex-
ceso de anticuerpos, 6stos so comportan como 
mol6culas monovalentes qua reacclonan s6l 
con una partfcula del antfgeno yno as posible 
Ia formacl6n da la estructura de enrejado. 
Cuando hay un exceso do ant(genos, tampoco 
se forma la estructura de enrejado porque 6stos 
actan s6lo como moldculas monovalentes. 
En ambos casos, la reaccl6n ant(geno-anticuer-
pO no puede ser observada. 

1.Prueba del anillo de Interfase (Ascoll, 1902). 

So utilizan antfgeno3 y anticuerpos en 
solucl6n. Sobre un volumen determinado de 

precipitado. La reacci6n puede ser observada 
con ayuda de un microscopio estereosc6pico. 

B.Pruebas do difusl6n en gel 

Son pruebasde precipitaci6n quo se reallzan 
utilizando generalmente geles de agar o 
agarosa. 

La ventaja de este tipo de pruebas as qua la 
mezcla del antfgeno con su correspondlente 
anticuerpo puede ser ffslcamente separada 
debido a los diferentes coeficlentes de difusl6n 
an el gel do sus componentes. De esta manera, 
estas pruebas pueden proporcionar Infor
maci6n sobre la homogeneldad yla pureza do 
los reactantes, asf como del tamaflo y do la 
relaci6n entre los antfgenos. 

1.Inmunodlfusl6n simple (Oudln,1946). 
So basa an l usa de antlcuerpos In

mavilizadas en una matrlz do agar a agarosa
anticuer-pos se coloca una cantidad propor- fundida enun baa de agua a 5oC y procional do Iamuestra qua cantiene el antfgenofa.ae nbro eau 0Cype
La precl-pitaci6n so produce an ainterfase yel 

piano do preclpltacl6n da a llusl6n do un anillo. 

2. Prueba do precipitaclbn Ilfqulda en tubos. 

Utilizado princlpalmente para determinar el 
tftulo de los antlsueros y la concentraci6n del 
antigeno. Esuaprueba cunlai a.Eestaatgn.Es una preacuantitativa. En esa 
prueba varias diluclones (dobles) del antisuero 
y del ant(geno se mezclan a Incuban on dos 
pequefios tubos de prueba para la formacl6n 
de precipitados. Los diversos grados de 
preclpitaci6n permlten determinar la 
concentrac16n de los reactantes. 

3. Prueba do mlcrapreclpltacibn, 

En esta prueba, gotas Individuales de cada 
uno do los reactantes se colocan en la base 
Interna do una placa Petri. La placa se coloca 
en agitacl6n pam permitlr la mezcla del an-
tlcuerpo con los antfgenos. Se le da un perfodo 
de incubacl6n para la formacl6n del 
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enfriada para su uso ydispuesta en tubos de 10x 75 mm o mds pequeflos. El antfgeno puedodifundir a trav6s del agar, apareclendo enton

ces una zona o banda qua migra a trav6s deltuahsaqaanerclndamora
tubo hasta quo concentraci16n de ambos reac
tantes so encuantra on estado 6ptimo. En osta 
pntose proue a e ta c6 n . 

punto so producela precspitacf6n. 
Algunos do los factores quo afoctan lam~gracl6n do las bandas saon Iaconcentraci6n 

del antfgeno y el coeficlente de dfus6n, qua 
depande del peso molecular ydel tamano doqa 
m6cula do antygeno. Podemos obsrvar que 
a manor tamaio y peo molecular, el coqfu
cante de difusl6n esmayor. La distanca de 
cet odfs~ smyr adsacaOmlgracl6n de la banda de difusl6n tambl6n 
depende del tlempo, tipo, calldad y 
concentracl6n del antlcuerpo. 

2.Inmunodlfusi6n doble (Ouchterny,l'48). 

a) Slstema de dlmenslbn simple. En esta 
prueba entre la soluclones de antfgeno y de 
anticuerpo se coloca una zona neutral de agar. 
Se aplican los mismos principios de la t6cnica 
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de dIusi6n simple de Oudin, con la 6nica 
diferancia de que ambos reactantes son difun-
dibles. Cuando ambos reactantes se en-
cuentran se forma una Ifnea do precipltacl6n. La 
posici6n y el grosor de la banda permite cal-
cular la concentracl6n de cualqulera de los 
reactantes. 

b) Sistema de doble dlmensl6n. Se preparan 
places o I6minas porta objetos recublertas con 
agar neutro soildIficado, en una concentraci6n 
de 0,7 a 1,5%. Sedesarrollan moldes opatrones 
de hoyos, dependlendo de los objetivos de la 
prueba y se colocan el antfgeno y el anticuerpo 
en hoyos separados. 

Reaccl6n de Identidad: La fusl6n de las ifneas 
do precIpltacl6n se produce cuando los dos 
antigenos son ld6nticos. So forma una barrera 
compacta: la barrera inmunoespecfflca. 

Reacci6n deno identidad: En esto caso Ia 
difusi6n varfa y los arcos de precipitaci6n no 

electrofor6tica, se coloca el antisuero, Ioque 
permite el desarrollo de Ifneas de precipitacl6n. 
So utilizan generalmente buffers alcallnos de 
pH entre 7,5 y 8,6, pues bajo estas condiciones 
las protefnas se cargan negativamente y se 
mueven hacla eldnodo. Una de las aplicaclones 
Incluye la caracterizacl6n de los virus y la 
diferenclaclin de "strains". 

C. Pruebas do aglutinaci6n 

La principal diferencla entre las pruebas de 
precipitacl6n y do aglutinaci6n es que en este 
6ltlmo caso, el antfgeno es muchas veces mds 
grande quo el anticuerpo, y es por esta raz6n, 
que muy pocas mol6culas de anticuerpo sonnecesarlas para formar una agrupaci6n visible 
de las partfculas. Los fundamentos de la 
reacci6n son similares a los de las pruebas de 
preclpltac16n. 

~1.Aglutinaci6n pasiva (indirecta o reverse). 

actan como barreras para los antfgenos que So basa en el usa do sustancias quo actanno estdn rolaclonados yso entrocruzan.Sebsenluodeusacsqeattn 

Reacci6n de doble Identidad parcial: En este 
caso se produce una doble Identidad parcial 
entre antrgenos (los dos antfgenos son casl 
iguales con diferenclas en s6lo algOn deter-
minante antig6nico). 

Reaccl6n de identidad parclal: Es cuando 
observamos la formaci6n de una "espuela" que 
indica identldad parcial entre los ant(genos (porojemplo cuandaoetrata do"strains"del mismo 
virus. 

3. InmunoelectroforesIs (Grabar & Williams,1953). 

Esta t6cnica es una de las herramlentas 
analfticas mbs Importantes para resolver 
mezclas complejas de antfgenos. Se base on ia 
movilidad electrofordtica y la especificidadantlgdnica. La mezcla d6 antfgcnos es primero
sareda on sdsa cmpononts paer 

como transportadoras inertes de antfgenos o 
anticuerpos. El tamafio de estas sustancias (es
feras de ltex, bentonita) es varlas veces supe
rior al de los reactantes. De esta manera es 
posible usar antfgenos solubles (particulas 
virales) en pruebas de aglutinaci6n. 

2. Prueba do ltox. 
So basa en el usa do esferas do poliestireno 
1e um) en eu s de sfer as dIn (1,1 urn) recublortas do rnoldculas do in

munoglobulinas. La sensibilidad de esta tdcnicaes 10 a 100 veces mayor que la de las pruebascldsicas do mnlcroprecipitaci6n pare Ia 
cc ds d op re acciladeteccl~n de los virus de plantas. La reacclbnpuede ser obervada a simple vista. 

La lnlracci6n do entfgenos biol6gicmente 
a interccn antenos ologpce
activos con anticuerpos homOIogos produce 

en aIgunos casos la pdrdida de la actividadseparada nsus componentes porantgo.electroforesis Esta reaccl6n sen un gel de agar. Luego en un donomIna en general "neuireallzcl6n". Su sencanal paralelo, o via de migracnl6n 
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sibilidad depende fundamentalmente de Iaac-
tlvdad del antlsuero y es necesarlo que el 
antigano tenga actividad blol6glcamente detec-
table. 

D. Pruebas inmunol6gicas con marcadores 

Estas pruebas hacen uso de anticuerpos y 
antigenos marcados con sustanclas que tienen 
actlvdad propla y ampllfican el poder de la 
prueba, Incrementando su sensibllldad. 

Generalmente a mayor actividad del mar-
cador, ms rdpldamente puede ser detectada 
Ia reaccl6n antfgeno-antlcuerpo. 

1. Inmunofluorescencla (IFA). 

Se basa en el uso de sustancias que transfor-
man Ia luz de rango ultravloleta (200 a 400 nm) 
en radlaclones de mayor longitud de onda yque 
con Ia ayuda de un microscoplo modificado 
(mlcroscoplo de fluorescencia) es poslble ver 
Ia luz emltida por Ia sustancla fluorescente 
(Fluorescefna Isoclawato (FITC)). 

2. Radloinmunolog(a. 

Se basa en el uso de sustanclas radloactivas
(32p, 1281) como marcadores de las In-

munoglobullnas. Su presencla se determlna al 
reaccionar frente al material fotogrdfico. 

3. Ensayos Inmunol6gicos con conjugados 
enzImdticos (ELISA, "Enzyme Unked Immuno-
Sorbent Assay'). 

Se basa en Ia propledad de aigunos 
antfgenos y anticuerpos de ser adsorbidos a un 
medlo s6lido que les permita construir una 
secuencla nrdenada de material blol6glco (an-
ticuerpo, antfgeno, anticuerpo conjugado con 
enzima) y que puede ser visualizada por Ia 
reaccl6n de color que se produce al agregar el 
sustrato especffic, para Iaenzima que se en-
cuentra conjugada al anticuerpo, permitlendo 
as( una adecuada cuantficacl6n del antfgeno. 

Febraro, 1993 

Las tres varlantes mAs comunes de estos 
ensayos, que pueden ser utilizadas segn las 
necesidades del Investigador, son: 

" DAS-ELISA ("Double Antibody San
wich"), 

" NCM-ELISA ("Nitrocellulose 
Membranes") y 

o PNC-EUSA ("Penlcllinase"). 

E. inmunomicroscopia electr6nica (IEM) 

Es utilizado para Iadeteccl6n del ant(geno en 
suspensl6n o en secciones ultraflnas de teJldo 
Infectado con virus. 

Cuando el virus estA en Ia suspensl6n, Iareaccl6n positiva puede ser reconocida con 

ayuda del microscoplo electr6nlco: 

1 Agregac16n de partfcuias virales. 

Se prepara una mezcla de antisuero 
especfflco en diluci6n adecuada para Ia 
deteccl6n del virus supuestamente presente en 
Iasuspensl6n del tejido. Como resultado de Ia 

agregaci6n de partfculas, se forman complejos
que pueden ser visualizados en el microscopio 

electr6nIco. 

Esta t6cnlca es especlalmente (itil si Ia 
concentracl6n de virus es muy baja para ser 
observada directamente. SI existlese un exceso 
de anticuerpos, se producirc lnhlblci6n de la 
reaccl6n, como ocurre en las pruebas de 
precipltaci6n. 

2. Recubrimiento con anticuerpos. 

Se basa en Ia inmovillzacI6n de las partfculas 
virales en el grid y su posterior recubrimlento 
con anticuerpos espacfflcos. 

3. Captura de anttgenos. 

Se reallza de manera inversa al m6todo 
anterior, es declr, el grid se encuentra prevla
mente recublerto con anticuerpos especfficos. 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3 DETECCION/Serologla 

Fasciculo 3.3.2 Produccl6n de Antisueros 

La elecci6n de los animales para las In- Cominmente se utilizan conejos, ratones,
munizaciones es determinada per cuatro con- ratas, hamsters o "Guinea pigs", segt~n Ia.s 
sIderaclones bslcas: necesidades del Investigador (ver cuadro 1).

a) la especle de la cual el antfgeno es alslado, 
b) la necesidad de anticuerpos policlonales o En el proceso de producci6n de antisueros

monoclonales, pollclonales en el CIP se utiliza como animal de 
c) la cantidad de antfgeno dlsponible, y, experlmentaci6n al conejo. El procedimlento
d) la cantidad de antisuero necesarlo. consta de las siguientes etapas: 

Animal Volumen miximo Posibilidad de Observaclones 
do antleuero (ml) producci6n do 
obtenido anticuerpos 

monoclonalo 

Conejo 500 No Es la mejor eleccl6n para la produc
cl6n de anticuerpos pollclonales, 
aun cuando el antfgeno sea un factor 
limitante. 

Rat6n 2 Sf Ofrece la mejor produccl6n de anti
cuerpos monoclonales. 

Rata 20 Sf Es una buena eleccl6n para la pro
duccl6n do anticuerpos monoclo
nales. 

Hamster 20 No Buena elecci6n para la producci6n 
do anticuerpos policlonalos cuando 
el antfgeno es un factor lmitante. 

"Guinea pig" 30 No Dif(cl de sangrar. 

Cuadro 1.Elecci6n del animal. 
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a) Primera inmunizacl6n: Intradermal mi1tiple uniforme. Es convenlente mantenerlo sobre

(esperar 4 semanas). 
 hielo para evitar su degradacl6n. 

b) Sangrado: para probar la efectividad del 2. Inoculacl6n
 
antisuero y obtener su titulc.
 

Rasurar un drea en el dorso de un coneJo Io
c) Segunda nmunzacl6n: Intramuscular suflclente extensa para 30 a 40 sitlos de
(aplicar los refuerzos necesarls). Inoculaci6n de aproxlmadamente 10 ul de
 

PROCEDIMIENTO 	 lnmun6geno cada uno. 

1. Preparacl6n del Inmun6geno 	 UtIlizando una jeringa de 1 mly una aguja 26. 
3/8", Inocular Intradermalmente ambos lados
 

solucl6n amortiguadora del dorso, tomando como referencla a la colum
fosfato 10 mM 0,5ml na vertebral. Tomar las precauclones
 
virus purificado 20-200 ug necesados para evItar una posible infeccl6n en
 
adyuvante do Freund* 0,5 ml la zona Inoculada.
 

*completo o Incompleto 	 3 sangrado 

A partir de la cuarta semana despu6s de la 
Mezclar el virus en solucl6n amoriguadora primera Inoculacl6n, se procede a realizar un
 

fosfato 10 mM y adlclonar el adyuvante de primer sangrado para comprobar el tftulo
 
Freund. Agltar vlgorozamente durante 5 (especiflcidad) del antisuero producldo. El tftulo
 
mlnutosutllizandounagitadordetubos(vrtex) so determlna utlllzando la prueba de
 
hasta obtener una suspensl6n densa y micropreclpftacl6n descrita mds adelante.
 

Via Abroviatura 	 Volumen Adyuvanto Requerimiento Observaclones
 
mfiximo del Inmun6geno
 

Subcutdnea sc 	 800 ul si/no soluble o Fdcil de inocu
por sitlo Insoluble lar. 

Intramuscular Im 	 0,5 ml si/no 	 soluble o Liberaci6n 
Insoluble lenta. 

Intradermal Id 100 ul sl/no soluble o Inoculaci6n di
por sitlo Insoluble ffcll, liberacl6n 

lenta. 

Intravenosa Iv 	 1 ml no solublo, deter- No es efectiva 
gentes 16nlcos para Inmuniza
y no i6nicos* clones prima

rias 

Intraperitoneal Ip 	 No es recomendable en conejos. 

* < 0,2%, sales < 0,3M Orea < IM. 

Cuadro 2. Principales vas de Inmunizacl6n en conejos. 
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Colocar al coneJoen una caJa aproplada pam
Inmovilizarlo durante el sangrado. Tomar una 
oreja y localizar la vena marginal (sl 6sta no
fuera visible, acercar una impara de luz para 
calentar la oreja). 

Razurar la oreja con la ayuda de un bisturf de 
tal manera quo quede limpla y libre. PractIcar 
un corte en un Angulo do 450 (nunca transver-
salmente) y asegurarse que el corte sea profun-
do. Colectar la sangre en un tubo limplo. El 
mximo do sangre colectado por vez debe ser 
de 30 ml. 

El flujo de sangre puede ser detenldo 
realizando una love presl6n en el corte con la 
ayuda de un pedazo do gasa est6riU. Apilcar la 
presl6n durante 10 a 20 segundos y verIfIcar 
quo el flujo se haya detenido. 

Nota: Una vez obtenido un buen tftulo del 
antisuero, conviene apllcar refuerzos 
r'boosts') regularmente y colectar /a mdxIma 
cantdad do antisuero. Los refuerzos deben 
realizarse cada 6 semanas y /a coleccl6n do 
sangre 10 dfas despu6s de cada refuerzo. 

4. Prueba do microprecipitaci6n
4 Panterior. 

La prueba de micropreclpitacl6n se utiliza 

para conocer el tftulo y la especificidad del 

antisuero crudo. 


a)Matertales: 

-placas petrl 

-reciplente pldstico con tapa 

ldpiz do cera y regla 


-tubos de prueba de tamafio adecuado 

-plpetas de 1 ml 

-jeringa htpod6rmlca 

-antisuera
 
-hojas de plantas sanas e Infectadas 

-centrffuga de baja velocldad 

-agftador rotatorio 
-solucl6n saUna (NaCI al 0,85%) 

Febrero, 19E, 

b)Preparaci6n de las muestras: 

Pesar lasmuestras (espreferible un poco m~s 
de 1 g), hacer una diluci6n 1/1 (ply) con 
solucl6n salina y macerar con ayuda de un 
rodillo o un tubo de ensayo. 

Colectar el macerado en un tubo ycentrifugar 
a 5 000 rpm durante 5 minutos. Separar el 
sobrenadante en tubo de ensayo. 

Preparar una seriedo 12 tubosde ensayo que 
contengan 1 ml de solucl6n salina cada uno yrotularlos con las diluclones correspondlentes 
(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,1/128, 1/256,
1/512, 1/1 024, 1/2 048, 1/4 096). 

Agregar 1 ml de sobrenadante al primer tubo 
y mezclar blen. Transferlr 1 ml de este tubo al
segundo y asf sucesivamente hasta terminar 
con los 12 tubos. 

c) Preparacl6n del antisuero: 

Preparar una serie do 12 tubos con 1 ml de 

solucl6n salina y rotularlos como en el caso 

Agregar 1 ml de antisuero al primer tubo, 
mezclar blen y transferir 1 ml de este tubo al 
segundo tubo, y asl sucesivamente hasta ter

minar con todas las diluclones 

d) Prueba de microprecipitaci6n: 

Con ayuda do un lplz de cera trazar Ifneas 
perpendiculares formando una cuadrfcula en 
una placa petri. Identificar la orlentaci6n do la 
placa y hacer el esquema que so muestra en la 
pdgina sigulente. 

Agregar con la jeringa hipod6rmlca una 
pequefia gota do cada una de las diluctones del 
antisuero y del ant(geno en el centro de cada 
recuadro, do tal manera que cada diluci6n de 
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antisuero sea chequeada con cada dilucl6n de 
la muestra sana e Infectada. REFERENCIAS 

Colocar las placas en agitacl6n rotativa a 100 MATTHEWS R.E.F. 1957. Plant Virus Serolrpm durante 15 minutos. ogy, Cambridge University Press, Church Army 
Press. Cowley, Oxford.Incubar las placas en una c6mara hmeda o


enunreciplentegrandecontapaquecontenga 
 NOWOTNY, A. Basic Exercises hi Inpapel humedecldo con agua. munochemistry. A Laboratory Manual. 
Reallzar la primera lectura a las 2 horas. Springor-Vedag. Berlin, Heidelberg, New York.
 

Observar las reacciones en el cuarto oscuro 
 HARLOW, E. yD.LANE. 1988. Antibodies, acon ayuda de un estereosc6pio de ilumlnaci6n laboratory manual. Cold Spring Harbor

lateral. La formaci6n de preclpitado IndIcard Laboratory. New York.
 
reaccl6n positiva. 

Registrar las lecturas y realizar una segunda
 
lectura a las 24 horas.
 

Ag A =1 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/1 1/2 1/512 1/10 1/20 1/4096 

1/2 
1/4 
1/8
 
1/16
 
1/32
 
1/64 
1/128
 
1/256
 
1/512
 
1/1 024 
1/2 048 

Esquema para la la colocacl6n de las diluciones de antisuero crudo y muestras en la prueba de
mlcroprecipitaci6n. Ag: ant(geno (muestras); Ab: antisuero. 

Las Unidades T6cnicas de Capacitac16n (rTU), constituyen materiales Impresos de estudlos pareos profe3lonales Involucrados en actividades de capacitaci6n desarrolladas por el CIP y est6
onstituida por una serie de fascfculos susceptibles a ser actualizados.
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3 DETECCION/ 	Serologla 

Fasciculo 3.3.3 	 Purlflcacl6n y Conjugaci6n de
 
Antisueros
 

La sensibilidad y especiflcidad de las t6cnicas experlmentaci6n usado, volumen, fecha de 
serol6gicas de detecci6n de virus, tales como sangrado y concentracl6n.
 
DAS y NCM ELISA, Itex, mlcropreclptacl6n, 8. Hacer una dilucl6n aproplada de la
 
etc., requleren de anticuerpos y anticuerpos globullna y leer su absorbancla a 280 nm a fin
 
conjugados especfflcos, es por ellos, que los determInar la concentracl6n exacta por

m6todos de purtflcacl6n de antisueros deben fotometrfa (1mg/ml corresponde a A28o = 1,4).
 
ser adecuados para cada virus en particular. 9. Hacer los cdlculos correspondlentes y al-

Este capftulo pretende mostrar algunas alter- macenarlo a 40C.
 
nativas para el procesamineto de antisueros.
 

Alternativa do purificaci6n

PURIFICAClON DE IgG 7* Preparar una columna de DEAE Sephacel 

1.Tomar 1 ml de antisuero crudo y afiadir 9 de 3,5 ml de volumen total, equllibrado con
 
ml de agua destilada en tubo de centrffuga con solucl6n amortiguadora de dlalizado.
 
capacidad para 30 ml. 8* .avar la columna varlas veces con buffer
 

2.Agregar gota a gota y bajo agitaci6n 10 ml de dializado que es utilizado tambl6n como 
de sulfato de amonlo saturado; dejar en reposo solucl6n amortiguadora de eucl6n. 
por espaclo de 45 minutos a temperatura am- 9* Apllcar la fraccl6n dializada y colectarfrac
blente. clones de 0,5 ml, medir la concentracl6n de las 

3. Precipitar las protefnas centrifugando fracclones a 280 nm. 
durante 15 mlnutos a 13 249,6 g y a 40C. 

4. Descartar el sobrenadante y resuspender Preparacl6n do Columnas cromatogrhficas. 
el precipitado "pellet" en 1ml de solucl6n amor
tiguadora de dlalizado. DEAE Sephacel es una columna que se utiliza 

5. Colocar la muestra resuspendida en tubos para la puriflcacl6n de IgG (se requlere una 
de diblsis y hacer Ia identlflcaci6n de cada columna de 3,5 ml de volumen). El modo de 
muestra. empleo de la columna cromatogrdfica

6. Dializar a 40C contra soiuci6n amor- Sephacryl S-300 se encuentra descrito en el 
tiguadora de dializado hacIendo 3 cambios de m6todo de conjugaci6n CIP-Gugedi (25 mm x 
500 ml cada uno. 200 mm). 

7. Tomar viales previamente tratados con 
sillcona y rotularlos con la sigulente En cada caso podemos encontrar que el gel
informaci6n: IgG (virus), c6digo del animal de contlene un preservante (etanol o timerosal). 
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Este preservante debe ser removIdo para lo 
cual so debe "lavar" el gel con el doble del 
volumen solucl6n amortiguadora de eluci6n 
correspondlente varlas veces. Esto permite qua 
el gel adopte las caracterlsticas requeridas para 
su uso (pH, fuerza 16nlca, etc.; estos re-
querimlentos pueden varlar segOn el caso). 

Despu6s de estabilizar el gel a las con- 
diclones de uso, el gas debe ser ellminado tanto 
en la solucl6n amortiguadora de eluci6n como 
en el gel equilibrado para evitar la presencla de 
burbujas de alre. Esto se consIgue con 
agItacl6n lenta y medlante la ayuda de una 
bomba do vacfo. 

El montaje de la columna es sencillo: tomar 
el volumen requerldo y veriflcar la altura que 
esta columna alcanzar& de acuerdo a to re-
querldo para cada caso, hacer las marcas 
necesaras, tener culdado de que la columna 
est6 perfectamente perpenclcular a la super-
ficlede la mesa do modo que el desplazamlento 
do la muestra sea unlforme. Uenar la columna 
cerrando el dronaje Inferior yverter suavemente 
el gel que estd previamente equlllbrado y 
degasificado para evitar la formacl6n de bur
bujas. 

Al empacar la columna no pe,'mltlr quo en 
ningOn momento 6sta se seque, puss so 
produclrlan grletas Internas quo pueden Inter
ferir con el flujo normal. 

El flujo est6 especificado para cada caso. Por 
to general un flujo lento evfta que la columna se 
empaque en demasfa y plerda sus caracte-
ristlcas 6ptimas. Por lo general, un flubo do 10 a 
20 ml por hora es suficlente. Una vez em-
pacada, la columna so lava varas veces con 
solucl6n amortlguadora de elucl6n para 
asegurar que el preservanto ha sldo removldo 
completamente. 

Para colocar la muestra es necesarlo utilizar 
como volumen do muestra mximo el 5%del 
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volumen total de la columna y detener 
momentdneamente el flujo. 

Antes de colectar las muestras se debe selec
clonar el volumen de las fracciones. Los tubos 
deben ser numerados y su absorbancla debe 
ser lefda a 280 nm para determinar la 
concentracl6n de protefnas (Indlcads por la 
presencla de "ptcos"). 

PREPARACION DE IgG CONJUGADO A LA 
ENZIMA 

1.M6todo CIP 

1.Mezclar 1ml do IgG (1mg/ml) con 2 500 
unidades de fosfatasa alcalina (contenldos en 
un volumen adecuado). 

2. Adlclonar 20 ul de la solucl6n de 
glutaraldehdo por cada mllllitro de IgG. Mezclar 
blen evitando la formacl6n de espuma. 

3. Dejar en reposo a temperatura amblente 
por 2horas. 

4.Diallzar a 40C on 1 Iltro do soluct6n amor
tlguadora fosfato salina (PBS) con 0,1 %de 
glycine. Reallzar 4 camblos do soluct6n amor
tiguadora. 

5. Hacer un 1ltimo dializado con solucl6n 
amortiguadora fosfato sallna (PBS) con MgCI2
1mM yZnCi2 1mM. 

6.Verter el contenido de las bolsas de dilisis 
en un vial previamente sillconizado (enjuagado 
con agua destitada). 

7.Afladlr 5 mg do BSA (albumlna do suero 
bovlno) por cada militro de dializado y unos 
granos de azlda de sodio como praservante. 

8.Almacenar a 40C 
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2. M6todo CIP-Gugerl, 

Este m6todo difiere del procedimlento 
original en que: 

a) A] purificar igG se obvla el paso a trav6s de 
la columna de DEAE-Sephacel despu6s de 
dlelizar, como propone Gugerli, y previo a la 
conjugacl6n. 

b) A diferencla del m6todo empleado par el 
CIP pare la conjugacl6n enzimdtlca, Gugerli no 
diallza, de esta manera el proceso se hace ms 
breve (3 horas). 

1.Diluir 3 000 unidades de fosfatasa alcallna 
en 0,6 ml. desolucl6n amortlguadora de con-
jugado. 

2. Afladlr 5 ul de glutaraldehrdo al 25% (sin
dllulr) y mezclar fuertemente. 

3. Incubar a 25'C por 50 minutos. 

4. Afiadlro,75 mlde IgG de una concentrac16n 
de 1 a 2 mg/ml y mezclar fuertemente. 

5. Incubar a 250C por 70 minutos. 

6. En un reciplente con hielo afiadide sucrosa 
50 g/! mezcarlo blen y colocarto en una colum-
na da cromatograffa en gel Sephacryl S-300 (25 
mm x 200 mm previamente equllibrada) con 
solucirn amortlguadora Tris/HCI pH 8,0. 

7. Elulr con la mlsma solucl6n Tds/HCI, colec-
tar fracciones de 2 ml y medir la concentraci6n 
de protefnas a 280 nm. El anticuerpo conjugado 
con la enzima eluird como primera fraccl6n; 
luego se observard la posterior elucl6n de an
ticuerpo y enzlma sin reaccionar. 

8. Separar las fracciones del conjugada 
eluldo en alfcuotas de 15 ml y afadiracada una 
5 mg/ml de BSA. 

9. Almacenar a 40C. 
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TITULACION DE INMUNOGLOBULINAS 

El prop6sto de la tltulacl6n de anticuerpos y
 
de anticuerpos conJugados con enzimas 
 es
 
determinar la dilucl6n aproplada para su uso en
 
los ensayos lnmunol6glcos.
 

Deben prepararse las sigulentes diluclones: 

a) IgG (1 mg/ml) en solucl6n amortiguadora
 
de cobertura; 1/100, 1/1 000 y 1/10 000.
 

b)IgG-conjugado en solucl6n amortiguadora
 
de conjugado; 1/200, 1/800 y 1/3 200.
 

c) Savla de plantas Infectadas en solucl6n
 
amortiguadora de maceracl6n; 1/10, 1/100 y
 
1/1 000.
 

d) Savia de plantas sanas en solucl6n amor
tiguadora de maceracl6n; 1/10 y 1/100. 

Para la distribucl6n de las diluclones en la 
placa de ELISA se utlliza el esquema descrito 
en esta pdgina. 

Nota: Los hoyos de los bordes que no se 
utilizan (por el riesgo de que se produzcan 
reacciones inespectflcas) se Ilenan con /a
solucl6n amortiguadora correspondlente a 
cada etapa de /a prueba. 

APENDICE 

1. Preparacl6n do soluclones 

1. Soluci6n amortiguadora fosfato saline 
(PBS) 10 mM pH 7,4 

0,2 g KH2PO42,9 g Na2HPO4.12 H208,0 gNaCI (137 mM) 
2,0 g KCI (2,7 mM) 

0,2 g NaN3 (3 mM) 
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2. Soluci6n amortiguadora de dlalizado 5 mM 
pH 7,4 (PBS 1/2): 

0,1 g KH2PO4 
1,45 g Na2HPO4.12 H20 
4,0 g NaCI (69 mM) 
1,0 gKCI (1,4mM) 
0,1 gNaN3 (1,5mM) 

3. Sulfato de amonlo saturado: 

En 1 Iitro de agua destilada callento disolver 
poco a poco 750 g (NH4)2SO4. Una vez que 
est6 todo disuelto colocado en un frasco de 
plistico y dejar enfriar a temperatura amblente 

4. Solucl6n do Glutaraldehido: 

Se hace una dllucl6n 1/10 del Glutaraldehfdo 
al 25% con solucl6n amortiguadora fosfato 
salina (PBS). Mantener a menos de 00 C. 

5. Soluci6n amortiguadora TRIS/HCI pH 8.0: 

6,6 gTris (55 mM) 
0,2 g MgC2 (1 mM) 
5,8 gNaCi (0,1 M) 
1,0 g NaN3 (15 MM) 
Uevar a pH 8,0 con HCI 37% 

Nora Importante: 

La presentacl6n do la enzlma so puede dar 
en: 

1.Solucl6n do sulfato de amonlo. En tal caso 
es necesado hacer un paso provio de didlfsis 
con 2 camblos do solucl6n amortiguadora de 
dIalizado antes de utilizarla para la conjugacl6n 

2. Solucl6n salina de NaCI. En este caso 
puede ser utillizada do manera directa sin el 
paso previo. 
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En la etlqueta de la enzlma se encuentra 
ordlnarlamente la sigulente Irformacl6n, que 
puede varlar segn el lote y el ,roveedor: 

(a) Ni~mero aproximado de 'inidades de on
zima contenidas en el fras',o: 5 000 units 
(Glycine, pH 10,4). 

(b)Volumen contenido 'inel frasco: 0,47 ml. 

(c) Concentracl6n de protefnas contenidas 
en el frasco y expresada en mg prot./ml: 9,3 mg
prot./ml (Bluret). 

(d)Unidades de enzima por mg de protefna 
para el sistema Glycine, pH 10,4:1 360 units/mg 

P 

(e) Unidades do enzlma por mg de protefna, 
para el sistema Diethanolamine, pH 9,8: 2 870 
units/mg prot. Con estos datos podemos ob
tener: 

1.Unldades totales contenidos en el frasco. 

Para el sistema Glycine pH 10,4: 

1360 undades = 1mg Prot. 
X = mg rot.
 

X = 9,3 mg prot.
 

En el frasco s6lo tenemos 0.47 ml. par lotanto: 

1,0 ml = 12 648 unidades
 
0,47 ml = Y
 

Para elslstema Diethanolamlne PH 9,8 

2 870 unidades = 1 mg prot.
 
X = 9,3 mg prot.
 

Detecc16n/Serologla 3.3.3-pag.4 

http:Na2HPO4.12


Centro Intemaclonal do la Papa (CIP) 

En el frasco s6lo tenemos 0,47 ml por lo tanto: 

1,0 ml = 26 691 unidades 
0,47 ml = Y 

2. Determinacl6n de volumen a utilizar pare el 
m6todo de conjugacl6n 

En el sistema DAS-EUSA se utiliza solucl6n 
amortlguadora dietanolamina pH 9,8. Por lo 
tanto requerimos: 

-1 mg/ml de IgG y 
- 2 500 unidades de enzima para la 

conjugacl6n. 

12 544,77 unidades = 470 ut12 5 unidades 
2 500 unidades = X 

2. Reactivos 

1.Phosphatase alkaline from calf Intestine for 
enzime Inmunoassay. Cat.567 752. Boehrlnger
Manheim GmbH. or Phosphatase, alkaline from 
bovine intestinal mucose, Type VII-NT Cat.P

0405. Sigma Chemical Company. 

2. Glutaraldehyde 25% aqueous solution. 
Grade 1.Specially purified. Cat. G-5882. Sigma 
Chemical Company. 

3. Glyclne. Essentially ammonia free. Cat. G
7126. Sigma Chemical Company. 

4. Albumin Bovine. 98-99% albumin. Essen
tially fatty acid-free. Cat.A-7030. Sigma Chemi
cal Company. 

5. Sodium Azide. Cat. S-2002. Sigma Chemi
cal Company. 

Las Unidades T6cnicas do Capacitaci6n (TTU), constituyen materiales Impresos de estudlos 
ra los profesionales involucrados en actividades de capacitaci6n desarrolladas por el CIP y est6 

onstituida por una serle de fasciculos susceptibles a ser actualizados. 
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CANTNO * W" IW I-IPIIN'T DE LA PAP 

I UIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3 DETECCIONISerologfa 

Fasciculo 3.3.4 Prueba de Doble Difusi6n en Gel 
(CJCHTERLONY) 

En la prueba de doble dlfusl6n en gel (Ouch-
terlony) so utilizan geles de agar en los que se 
colocan preparaclones de antfgenos virales y 
de anticuerpos especfflcos en hoyos adyacen-
tes. Las relaclones serol6glcas entre virus se 
pueden determinar con mayor exactitud que 
con cualquier otro mdtodo, a excepcl6n ae la 
Inmuno-electroforesis, debldo a que el ntmero 
de bandas de preclpltacl6n producidas entre 
hoyos opuestos de reactantes corresponde al 
ntimero de componentes antig6nicos de un 
sistema antfgeno-antlcuerpo dado. Sin embar-
go, esta prueba es una de las menos senslbles 
entre los m6todos serol6gicos ya que la 
formaci6n de bandas de precipitado requiere 
de concentraclones altas y equivalentes de 
antfgenos y anticuerpos especfflcos. 

Procedimlento 

Los materlales que se requieren para Ilevar a 

cabo la prueba de doble dlfusl6n en gel (Ouch
tedony) son los sIgulentes: 

" Agarosa 
" Azlda de sodlo (NaN3) 
" Cloruro de sodlo (NaCI) 
" Agua destilada 
" Placas petri de pldstlco de 100 x 15 mm 

* Sacabocado de 5 mm de didmetro 
* 	 Tubas de prueba 

" Bulbo de goma 

" Pipetas pasteur y bulbo 


e Cuadrados de gasa (2,5 cm2 ) 
* Plum6n o I6piz de cera 
* Erlenmeyer de 125 ml y 250 ml 
* Probeta de 100 ml 
* Mechero 
* Bomba de vacfo
 
e Kltasato de 125 ml
 

1. Preparacl6n del gel 

0,8 g de agarosa 
0,2 gde NaN3* 
100 ml de agua destilada 

* Manipular con culdado porque es
 
altamente t6xico.
 

Colocar la agarosa y el agua en un edenmeyer 
y cubrido con algod6n. Calentar en babo maria 
hasta que la agarosa se dlsuelva. Enfriar hastauna temperatura deaproximadamente 40C. 

Agregar con cuidado el azida do sodio y 
mezclar blen evitando la formac16n do bur
bujas. Verter 15 ml de ia preparaci6n en cada 
placa petri y cubridas parcialmente hasta que 
se enfrfen. Limplar el agua que se condense en 
las tapas. 

2. Preparacibn do las muestras 
Macerar las hojas en un mortero y reunir el 

macerado a un lado. Colocar encima un trozo 
cuadrado de gasa humedecida con agua. 
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Preslonarfuertemente con el pil6n Inclilnando el 
mortero y retirar el jugo con una pipeta pasteur. 
Transferlo a un tubo do prueba previamente 
codificado. 

3. Preparacl6n del antisuero 

Preparar una dilucl6n aproplada del antisuero 
en solucl6n salina. Si no se conoce la diluci6n 
6ptima es preclso hacer una tltulacl6n previa 
(utilizar dlluclones 1/2, 1/4, 1/16, 1/32, etc.). 

Solucl6n sallna: 

0,85 gde NaCl 
100 ml de agua destilada 
Mezclar blen 

4. Preparacl6n de la placa de prueba 

a) Con el sacabocado se practican hoyos en 
el gel sigulendo el patr6n deseado. Normal-
mente se utiliza un sacabocados de 5 mm de 
didmetro y una distancla de 3 mm entre hoyo y 
hoyo. Los ,'scos de agarosa se retiran 
medlante un sistema de vacfo (una pipeta pas
teur conectada a un erlenmeyer kitasato y a una 
bomba devaclo medlante una manguera). Si no 
sedispone de este equlpo, se puede utillzar una 
aguja dle dlsecci6n. 

b) Las muestras ;e colocan en los hoyos 
perffrlcos en primer lugar y despu s el an-
tisuero en el hoyo central, utilizando en ambos 
casos pipetas pasteur. 

5. Incubaci6n de la placa de prueba 

La placa se coloca en una cdmara himeda, 
la cual consiste en un reciplente de pl~stico con 
sello herm6tlco en cuyo Interior se coloca papel 
himedo y un punto de apoyo para evitar que la 
p;aca de prueba se moJe. 

6. Lectura 

La primera lectura se hace a las dos horas y 
la segunda a las 18 horas. Es preferlble utilizar 
una caj= oscura que facilite las lecf uras. La caja
debe consistIr en un soporte de madera con 
una abertura en la parte superior de dimetro 
suficlente para sostenerfirmemente la placa. En 
su Interior debe ubicarse un fluorescente cir
cular. 

S 

I 

c 

Tipos de reaccl6n en la doble difusl6n en gel. 
M: muestra en estudlo; V: control positivo; 

As-V: antisuero contra el virus. A: Reaccl6n del 
antisuero y su control, pero no con la rnuestra. 
B: Reaccl6n de Identidad entre Iamuestra y el 
control. C: Reaccl6n de Identidad parclal. D: 
Reaccl6n de no identidad. 

Las Unidades Tdcnicas do Capacitaci6n (TTU), constituyen materlales Impresos de estudios para 
os profesionales Involucrados en activldades de capacitacl6n desarrolladas por el CIP y estA 
onstitulda por una serle de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 
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UPIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1] 

MANUAL DE TECNICAS EN VIRO OGIA 

3.3. DETECCION / Serologifa 

Fascfculo 3.3.5 Prueba de Latex 

La prueba de I6tex es una modiflcac16n de la clpitaci6n, tiene lugar si el antfgeno se en
tdcnlca serol6gica do mlcroprecipltaci6n y so cuentra presonte en las muestras.
 
basa en la formacl6n de un preclpltado visible
 
Gntre un antlgeno (virus) y su anticuorpo 
 En este caso, como las esforas de lAtex sonespecfflco adsorbido a las esferas de polles- mucho mds grandes que los anticuerpos, la
tireno que conforman el attex. reaccl6n se puede observar a simple vista,

cuando la placa petri es colocada sobre un 
fondo negro. 

00AntiOrpo L&tex ReCUbieoto Antigeno (virus) 

0@ S 

Lftex Rocublorto Pruoba do Lftex 

Fonaci6n del P ocipliado Visible 

SensbJllzac6n del Idtix.
 
Forrndci6n del precipitado en la prueba de l6tex.
 

El ldtex estA constituldo por esferas de polles
tireno de 810 nan6metros de didmetro (1 Materiales 
nan6metro = 10. 9 m). Las esferas de polles
tireno son recublertas con anticuerpos Los materiales requeridos pars Iaprueba de
medlante un proceso denominado Ltexson: 
senslbilizeci6n del Iftex. - Bolsas pldsticas (10 x 15 cm)
 

- Tubos do ensayo (10 x 75 mm)

Una vez senslbllizado, el lAtex es mezclado 
 - Placas petr de pldstico u hojas de pldstico 

con savla de hojas o virus purific.do. La -Jeringas hipod6rmicas de 1 cm3' ( = 1ml)
agregaci6n, al Igual quo Gn la micropre- -LAtex sensibilizado para cada virus 

- Ague destilada 

Febrero, 1993 Deteccl6n/Serologfa 3.3.5-pag.1 

IFq 

http:purific.do


- --

Centro Internaclonal de IaPapa (CIP) 

-Solucl6n amortiguadora Tris HCI 0,05 M (pH 
8) que contenga 0,01M de bisulfito de sodlo y 
0,05% de Tween-20 

-Agitador mec~nIco con accl6n rotativa (op
clonal) 

- Extractor automdtico de jugo (opclonal) 

Procedimlento 

En el CIP se han Introducido algunas 
modificaclones quo han mejorado el m6todo 
original da lWex. Acontlnuacl6n se describe el 
m6todo de slete pasos usado en forma rutinarla 
paraanalizar hojas. 

Con una regla y un Idplz de cera, trace Lrneas 
paralelas a 0,8 cm en la parte Interior do [a base 
de una placa petri. Luego trace Ifneas perpen
diculares para formar cuadrados. SI utiliza 
hojasde pl stlco (micas), c6rtelasde modo quo 
quepan dentro de la placa petri. 

Trazado do Ifneas on una placa petri para la 
prueba do IWtex. 

Colecte hojas a diferentes alturas de la planta 
que va a ser examinada cubri6ndolas con una 
bolsa pldstica para evitar contacto con las 
manos. Para detectar PVS es esencial incluir 
hojas a terclo modio o Inferior de la planta. 

Es necesario tener siempre dos testigos: uno 
negativo (planta sana) y uno positivo (planta 
artificialmente Infectada). Para estcr testigos 
utilice hojas de una planta do papa sana y de 
una planta de papa Infectada con el virus quo 
estA en prueba. SI no dispone de testigos de 

papa, tambi6n puede utilizar hojas sanas e In
fectadas, respectivamente, de otro hospedero 
o planta indicadora. 

Extralga el jugo de la muestra. Esto se puede 
hacer con un extractor automdtico de Jugo. SI 
este equipo de extracci6n no est6 disponible, 
deje la muestra de hoja en la bolsa pl stica y 
agr6guele 3,3 cm3 de solucl6n amortiguadora 
Tris HCI. Con un rodillo uotro objeto cii(ndrIco, 
presione fuertemente la bolsa de pldstico varlas 
veces sobre una mesa, de modo quo exprima 
la hoja. 

Colecte el jugo en un tubo do ensayo (tubo 
de colecci6n) y d6jelo en reposo por dos horas, 
de preferencla a 40C. 

PongaO,45cm3 delasolucl6namortiguadora 
Trls-HCI en dos tubos de prueba (A) para 
preparar las siguientes diluclones: 

- Dllucl6n do 1/10 (primer tubo) 
- Dilucl6n de 1/100 (segundo tubo) 

Proceda como sigue: transfiera con una jerin
ga hipod6mica 0,05 cm3 de jugo del nivel supe
rior del tubo do coleccl6n, evitando el 
sedimento (B). 

Preparac16n de las diluc!ones do savia 
Mezcle blen, extrayendo el jugo con la jeringa 

y expeli6ndolo de nuevo en el tubo de ensayo. 
Esta es la dilucl6n 1/10, quo tambi6n se puede 
preparar mezclando nueve gotas de solucl6n 
amortiguadora TrIs-HCI con una gota de jugo. 

Del tubo con la dilucl6n 1/10, transferir 0,05 
cm3 al segundo tubo (C)y mezcle como en el 
caso anterior. Esta os la diluci6n 1/100. 
Tambl6n puede prepararla mezclando nueve 
gotas do soluclcn amortiguadora Tris-HCI con 
una gota de la dilucl6n 1/10. 

Es necesalo hacer dos diluclones porque las 
reacciones no son visibles cuando el virus est6 
muy concentrado (D). Debido a que la 
concentraci6n de! virus andino latente de la 
papa (APLV) os generalmente alta on la planta, 
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se recomlenda una dllucl6nadiclonal de 1/1000 
para su deteccl6n. 

DAN C kw I. ,6A 1,,-

8.45,CO H=;2 

,-

via Vita0.____m__do________ 

Sostenga la jeringa en poslcl6n vertical y deje 
caer una gota de Itex sensibllizado en cada 
cuadrado de la paca petri. Uene dosveces mds 
cuadrados que el ntmero de muestras (en el 
caso de APLV, Ilene 3 cuadrados). Prepare 
cuatro cuadrados adlclonales para lhs testigos
(negativo y positivo). 

Coloque las muestras en la placa petri
slgulendo un plan, de modo que se puedan 
distinguir fAcilmente las muestras y los testigos. 

Utilizando otra jeringa colocar una gota de la 
dilucl6n 1/100 sobre una geta de lAtex. Luego, 
con la mlsma jeringa, coloque una gota de 
dilucl6n 1/10 encima de la gota db lAtex que 
sigue. 

Enjuague la jeringa tres o cuatro veces con 
agua destilada, para que la pueda utillzar con la 
muestra slguiente. 

Aplique el mismo procedimlento pare cada 
muestra y Ileve un registro del plan que ha 
seguldo. 

Cuando termine con tdas las muestras, 
cubra la placa petrd con sr,tapa y col6quela en 
el agitador durante una hora a 110 rotaciones 
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por mInuto. Es esenclal que el agitador sea 
rotativo para que se formen las reacciones 
positivas. $1no dispone de un agitador, coloque 
las placas petri sobre un cart6n y r6telas 
manualmente sobre una mesa. 

sobre oscuro. EnAbra launplacarondopetri y observe las reacclonesreacclones
posItivas, senotaunaagregac16nf:cilmente 
visible de partfculas de Itex. En reacclones 

negatives la suspenslbn de 16tex conserva un 
aspecto lechoso. 

Para detectar virus de papa en los tub6rculos, 

rompa el estado de reposo medlante la
apllcacl6n de Rindite, y almacene los 
tub6rculos a 200 Cdurante dos semanas. Para 
extraer jugo de los tub6rculos, corte rebanadas 
delgadas del extremo apical con un blsturf 
estdril. Muela las rebanadas en un extractor de 
jugo que tenga rodlilos acanalados, o emplean
do una bolsa do pl6stlco. 

Recolecte en tubos de ensayo el jugo 
extrafdo y som6talo a centrifugacl6n a 5 000 g
durante 15 mlnutos, o d6jelo en lostubos hasta 
que los grdnulos de almid6n sedimenten. Retire 
el sobrenadante y t6selo pars hacer diluclones 
de 1:10 yde 1:30. 

Resuitados de la prueba de I6tex. Las dos 
prlmeras fllas muestran reacclones postlvas 
con formacl6n de preclpitado; la Oltima fila 
muestra gotas de lItex sin reaccloiiar. 
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Las Unldades T6cnlcas de Capacitaci6n (TTU), constit,'yen materlales impresos de estudlos 
ra los profesionales Involucrados en actividades de capactlaci6n desarrolladas por el CIP y est6 

onsttulda por una seds de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3-DETECCION / Serologfa 

Fasciculo 3.3.6 Ensayos Inmunologicos con 
Conjugados Fnzimiticos: Doble 
Anticuerpo' Sandwich" (DAS-ELISA) 

INTRODUCCION 

DAS-ELISA es una t6cnica serol6glca de gran 
sensibilidad para identiflcar virus de plantas. 
Las ventajas de esta t6cnlca son las siguientes: 

a) Mayor sensibilldad que otros m~todos 
serol6glcos para detectar la mayorla de Ins 
virus, incluyendo PLRV y PVA que se en
cuentran en baja concentracl6n en plantas infectadas. 

b) Requlere menos antisuoro quo otros 
m6todos serol6gicos. 

La desventaja principal es el gran nimarode 
etapas necesarlas para completar la prueba. 
Sin embargo, esta t(cnica puede ser ffcilmente 
adaptada en un programa de majoramlento de 
semilla para prcducir resultados rdpidos y con
flables con la mayorfa de virus. Es el Onlco 
m6todo que sirve pama detectar PLRV en los 
tuberculos o en el follale. 

PROCEDIMIENTO 

El principlo de la vardante de la tdcnlca EUSA 
de doble anticuerpo (Clark, M.F.yA. N.Adams. 
1977. J. Gen. Virol. 34:475) se describe a 
continuaci6n. 

1 ~S=,ab I1I izacl6n do I& placa 
1 

___W '
 
2.Colocacl6n de lan ,uestram
 

r 

3. Adc6v, del conjugado 

4. Adficl6n del suatrato 

t.aat Iu o Pooit IA 

Representaci6n esquemdtica de la prueba 
DAS-ELISA 
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1.Senslbillzacl6nde la placa. Losanticuerpos 
(gammaglobulina) especflcos para cada virus 
son adsorbldos a la superficle do cada hoyo de 
la placa do mirrottulacl6n. Se lava el exceso de 
gammaglobL.'-ia no adsorblda. Se necesita un 
anticuerpo especffico (gammaglobulina) para 
cada virus quo so someta a prueba. 

2. Colocacl6n de muestras. La muestra por 
probar se a;raga a la placa. SI la muestra con-
tlene partfculas dei virus especfflco (antfgeno) 
para los anticuerpos aplicados en el paso 
anterior, 6stas qubedar~n adherldas a los an-
ticuerpos y no serbn ellmlnadas on el proceso 
delavado, 

3. AdIci6n del conjugado enzima-gamma-
globulina. Estos anticuerpos quedan adherldos 
solamente a las partfculas de virus. El exceso 
del conJugado es eliminado en ol procoso dolavado. 

4. Adlcl6ndel sustrato. Finalmente, el sustrato 
es agregado a la placa. La Intensidad del color 
amarillo indica la cantidad de virus presento en 
la muestra. 

1. Sensibillzaci6n do I&place. 

La primera etapa en esta variants de la tdcnlca 
EUSA consiste en cubdr los hoyos de la placa 
de mlcrotftulac16n con un Pnticuerpo (gain-
maglobulina purificada) especffico para cada 
virus. Para logrado, es necesaro efectuar los 
sigulentes pasos. 

a) Preparar la soluci6n amortiguadora de 
adsorcl6n: 

1,59 g Na2C03 
2,93 g NaHG03 
Agregar agua destilada hasta completar 1 
litro 
0,2 g NaN3 

Esta solucl6n puede ser almcenada hasta 
por I mos a 4oC. 
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b) Diluir la gammaglobulina purificada (an
tlcuerpo) en el tamp6n de adsorcl6n en la 
dilucl6n adecuada. 

c) Agregar 200 ul do la gammaglobulina 
puriff.ada y diluida a cada hoyo de la placa de 
mlcrotitulacl6n. 

d) Incubar la placa por 2 a 4 horas a 370C 
(Normalmente, pueden utilizarse todos los 
hoyos do la placa, pero la experlencla en el CIP 
ha demostrado que los hoyos de los bordes 
frecuentemente producen reacciones no 
'specfflcas y por eso no so utilizan. Para evitar 
reacclones no especfficas, se Ilenan con 
solucl6n tamp6n). Este proceso permite a las 
mol6culas do gammaglobulina adherlrse a la 
suprfice de los hoys n a placa. 

e) Vaclar la placa. Al tdrmino del perfodo deIncubacl6n, la placa se vacla y se lava con 
PBS-Tween. La composici6n del PBS-Tween es 
la sigulente: 

8,0 gNaCI 
0,2 g KH2PO4 

29 g Na2HPO412H20 
0,2 g KCI 
02 G NaN3 
0.5 ml Tween 20 
Agregar agua destilada hasta completar 1 litre 

f) Lavar la placa do la siguiente manera. Uenar 
los hoyos con PBS-Tween. Dejar reposar 
durante tres minutos. Vaclar la placa. Este 
proceso se repte tres veces. El lavado elimina 
de la placa la gamma-globulIna no adherida a 
ella. Cuando so aplica la tdcnica rutinarlamente, 
las placas con gammaglobulina pueden ser 
conservadas perfectamente a -20'C por 
perfodos largos. Estas placas pueden ser 
preparadas con antlcipaci6n. 

2. Coloescl6n do muestras (antigeno). 
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Las muestras por analizar pueden ser 
extraidas de diferentes maneras, las cuales In-
cluyen la maceracl6n de tejldo vegetal y el 
empleo de una solucl6n tamp6n para obtener 
una dlluci6n de 1/10 a 1/20. 

Cuando los virus se encuentran en una 
concentracl6n baja en el teJldo Infectado, se 
puede utlllzar menos tamp6n para tener una 
dllucl6n mds concentrada. La manera mds 
prictica es macerar of tojido vegetal en bolsas 
pequefias do plistico. 

a)Para faclltar la maceracl6n do la muestra, 
so agrega en la boisa PBS-Tween + 2%PVP40 
reclentemente preparado. La composicl6n dePBS-Tween-PVP es soluclbn amortlguadora
PBS-Tween y 2% dePolinl pirraoidana PM
40 000. 

b) Se macoran las muestras haciendo rodar 
un tubo do ensayo o algo semejante sobre la 
bolsa de pldstico. Se deben utilizar muestras 
sanas e Infectadas, procesadas de la misma 
manera, como testlgos. El jugo do las muestras 
se puede extraer tambl6n con una mdquina 
extractora dejugo. El jugo se recoge en un tubo 
de ensayo y se le agrega la solucl6n amor-
tiguadora para darle [a dllucl6n requerlda. 

c) Uenar los hoyos de la placa con 200 ul (0,2 
ml) de muestras diluldas. Utilizar una pipeta
limpla para cada muestra. Normalmente, un 
hoyo es suficlente para cada muestra. (En al-
gunas placas, los hoyos cercanos a los bordes 
pueden desarrollar reacclones no especfflcas. 
Por ello, no deben ser utllizados en las 
pruebas.) Las muestras sedisponen en la placa 
segn un plan. De esemodo, las muestras y los 
testlgos pueden ser fAcIlmente ldentiflcados. 

d) Incubar la paca a 40C durante 1ahoras 
(durante la nuche) o .37 0C durante4 a6 horas. 

e)Lavar la placa como se descrlbl,6 antero-
mente. Repetir el lavado tres veces ohasta que 
la placa quede completamente transparente sin 
jugo oteJldo de planta. 
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3. Adicl6n del conjugado (enzima 
gammaglobullna).
 

Aunque otras enzlmas pueden ser con
jugadas con las mol6culas del antlcuerpo, la
 
fosfatasa alcallna es la que ha dado los mejores
resultados. La adlcl6n del conjugado se realiza
 
en los slgulentes pasos.
 

a) Diluir el con)jgado enzlmAtico en PBS-

Tween con 2%de PVP-40 y 0,2% de albt~mlna
 
de huevo o leche en polvo (para determlnar la
 

dlluci6n mds adecuada, referirse al capftulo de
 
purlflcacl6n y conjugacl6n de antlsueros).
 

b)Agregar a cada hoyo do Iaplaca 200 ul (0,2 
ml) del conjugado enzlma-gammaglobulina 
dlluldo (Ilenar con solucl6n amortiguadora los
hoyos do los bordes).
 

c) Incubar a 37C par 3 a 6 horas. 

d) L.var la placa como se describi6 anterior
mente. Repetir el lavado tres veces.El exceso
 
del conjugado enzilnhtico que no est6 adherldo
 
a las particulas de virus serA eliminado.
 
4. A del sustrato enzimbtico. 

En esta etapa solamente reacclonarin los
hoyos de la placa quo contlenen la enzima. 

a) Preparar la olucl6n amortliguadora de
 
sustrato.
 

97 ml de dietanolamina
 
800 ml de H20
 
Regular el pH a 9,8 con HCI (37%)
 
0,2 g do NaN3
 
Agregar agua destllada hasta tener un
 

olumen toial de un litro 

Esta solucln amortiguadora debe ser 
preparada justo antes de cada aplicacl6n. No 
puede ser almacenada. 
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b) Dlsolver el sustrato enzlm~tlco en la 
solucl6n amortlguadora para Ilegar a ia 
concentracl6n de 0,6 6 0,8 mg/ml. El sustrato 
enzlm~tlco puede conseguirse en polvo o 
"Peletizado" (en pastillas de concentracl6n co-
noclda). Esta 6Itima forma es la m~s con-
venlente ya quo evlta tener que pesarel sustrato 
cada vez que se neceste. 

c) Agregar 200 ul (0,2 ml) de esta solucl6n de 
sustrato acada hoyo de la placa (pero no a los 
cercanos al borde). 

d) Incubar la placa a temperatura amblental 
por el tlempo necesarlo para observar la 
reaccl6n (normalmente de 30 a60 mlnutos). En 
los hoyos que fueron Ilenados con muestras 

Infectadas, la solucl6n de sustrato se vuelve 
amarilla. 

La IntensIdad del color amarillo es una 
lndlcacl6n de la cantidad de virus en [a muestra. 
Cuanto ns Intenso es el color, mayor es la 
cantidad de virus. Los hoyos transparentes co. 
rresponden a las muestras de plantas sanas, a 
los testlgos sanos yal testlgode solucl6n amor
tiguadora. 

Los resultados son registrados yanotados en 
la lista de muestras. 

Las lecturas pueden realizarse por el m6todo 
visual (cualltatlvo) o con la ayuda de un 
fot6metro o colorimetro auna longltud de onda 
de 405 nm (cuantitativo). 

Las Unidades T6cnlcasdo Capacitacl6n (TTu), consttuyen materlales Impresos de estudios para
Os profeslonales Involucrados en actividades de capacftac16n desarrolladas por el CIP y est 
onstituida por una serle de fasc'culos susceptibles aser actualizados. 
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3 DETECCION/ 	Serologfa 

Fasciculo 3.3.7 	 Ensayos Inmunol6gicos con 
Conjugados Enzimfiticos: en 
Membranas de Nitrocelulosa 
(NCM-ELISA) 

INTRODUCCION tlempo en la membrana utilizando una mezcla 
de anticuerpos especfflcos a los virus que se 

NCM-ELISA es una prueba Inmuno- van aprobar. 
enzlmdtlca en la que so utilizan membranas de 
nitrocelulosa como soporte para los reactivos. -_ _ _ 	 Infectado 

Sano [nfectado
 

Esta prueba es tan sensitiva como la prueba

DAS- ELISA, m~s fci de ejecutar y tlene la Sla d t

ventaja de quo las muestras pueden ser Savia do planta
 

colocadas en la membrana de nitrocelulosa, la ;tf**,*,
 
cual puede almacenarse durante varlas Bloqueo
 
semanas antes de continuar con la prueba, o
 
enviarse por correo a otro laboratorlo para su ,

procesamlento. 
 Anticurpo I
 

Todos los pasos se realizan a temperatura 
amblonte. La prueba conslste en aplicar una 
pequefia cantldad de muestra (2 a30 ul.) en la 
membrana, bloqueando aquellas reas donde 
no so coloca muestra. Las partfculas vlrales Anticuer]o 2
reaccionan con anticuerpos especfflcos (IgG) , ' ' 
para cada virus y 6stos son detectados a su vez "" °: " 
por anti-anticuerpos conjugados auna enzlma.
 
Esta enzima reacclona con su sustrato, dando .
 
una coloraclcn pi~rpura, slendo la Intensidad de
 
la coloracl6n proporcional a la concentracl6n Sustrato
 
de virus presente en la muestra. La coloracl6n
 
es estable por mucho tlempo y las membranas
 
pueden ser fdcllmente almacenadas.
 

Negativo Pitliuo
Al Igual quo en la prueba de DAS.ELISA, Repre.ntacl6n esquemtlca do iapruibad. 

varlos virus pueden ser detectados al mlsmo NCM-ELISA 
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Esto es do especial utlildad en programas de 
produccl6n de semillas, en los cuales es 
necesarlo procesar una gran cantidad de 
muestras. 

PROCEDIMIENTO 

1. Preparacl6n do las soluclones 
amortliguadoras 

a) TBS pH 7,5 (2000 ml) 

4,84 gTRIS (0,02 M) 
58,44 gNaCl (0,5 M) 
0,40 g NaN3 (0,01 %)* 

Disolver en 1 990 ml de agua destilada y 

ajustar el pH a 7,5 con HCI (aproximadamente 

5N). LLevar a un volumen total de 2000 ml con 
agua destllada. 

* Opcional: usar s6lo si la solucl6n amor
tiguadora va a ser almacenada por varlos dfas. 
El azida de sodlo es una sustancla t6xica que 
debe maneJarse con culdado. 

b) Solucl6n amortlguadora de extraccl6n 

Pam muestras de papa: 

DIECA 0,01 M(s6lo sl se sospecha PLRV) 

EDTA 0,01 M (demora en disolverse)
 
completar a 100 ml de TBS 


Para muestras de camote: 

Na2SO3 0,2 g (0,2%) 

TBS 100 ml
 

c) Solucl6n amortiguadora de bloqueo (25 
ml) 

0,5 g Leche en polvo
 
0,5 ml Trit6n X-100
 
25 ml TBS
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Disolver Ia leche en polvo en un pequebo 
volumen de TBS y luego completar a 25 ml con 
TBS. Agregar TrIt6n X-100 y mezclar blen. 
Preparar Iasolucl6n amortiguadora fresca para
cada prueba. 

d) Solucl6n amortiguadora de anticuerpos
(50 ml) 

1 g Leche en polvo 
50 ml TBS aproximadamente 

Disolver Ia leche en polvo en una pequefia 
cantidad de TBS. Completar a 50 ml con TBS. 

e)Solucl6n amortlguadora do lavado T-TBS(200 ml) 
(2_OWml) 

2000 ml TBS
 
1 ml Tween-20
 

) $oluci6n amortiguadora de sustrato pH 9,5 
(500 ml) 

6,05 g (0,1 M)TRIS base 

2,92 g (0,1 M) NaC! 
0,51 g (5 MM) MgC2.6H20 
0,05 g (0,01%) NaN3 

Disolver TRIS, NaCI y MgCI2.6H20 en agua 

destllada. Ajustar el pH a 9,5 con HCI con
centrado (5N). Completar a 50( ml con agua 
destilada. 

g)Solucl6n stock do NBT* y BCIP* 

Solucl6n stock NBT: 

40 ig NBT* 
2 ml N-N dlmetil formamide (DMF) 70% 
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* Poner los discos en una bolsa de plAstlco
Solucl6n stock BCIP: yagregar 1 ml de solucl6n amortlguadora 

de extraccl6n.20 mg BOIP* * Macerarel tejIdo completamente utillzan
2 ml N-N dlmetll formamlde (DMA) 70% do un tubo de ensayo o una pleza redon

da de madera. 
Mezclar blen cada una de las soluclones o DeJar reposar la balsa de 30 a 45 mlnutos 

stock. Estas deben ser almacenadas a 40C a 40C. 
protegidas de la luz. 3. Aplicacl6n do las muostras en la 

membrana do nitrocelulos8.* El NBT yel BCIP son compuestos altamente
 
t6xicos que deben maneJarse con sumo 
 Para manipular la membrana de nitrocelulosa
culdado. El uso de guantes es indispensable. es necesario utilizar guantes y pinzas. Las hue-

Ilas digltales pueden interferlr con las reac
h) Solucl6n de revelado (se preprara al clones. 

momento de usar) 
a)Cortar las membranas de nitrocelulosa al 

tamaflo deseado y marcarlas formando20 ml solucl6n amortiguadora de sustrato cuadrados de 1 cm do lado. Con el prop6slto
100 ul NBT solucl6n stock de identfflcacl6n, numerar la membrana en la
100 ul BCIP solucl6n stock esquina Inferior derscha. 

b) 	Pre-humedecer la membrana lntrodu-
Disolverlasolucl n stock de NBT en 20 mlde cl6ndola lentamente en TBS y evitando la

Iasolucln amortlguadora de sustrato. Una vez formacl6n de burbujas. Al mlsmo tlempo, poner
dlsuelto, agregar gota agata ia solucln stock dos papeles de filtro Whatman N01 a N04 de un
de BCIP, agltando con tantemente con Ia tamarlo mayor al de la membrana. Remojar do 
ayuda de un agltador de tubas (v~rtex). 5 a 10 mlnutos. 

2. Preparcl6n do las muestras. c) Colocar dos hojas de papel de filtro seco 

sobre la mesa y poner sobre 6stos los dosa) Coectar e identificar las muestras en bol- pap;es filtro himedos y luego la membrana. 
sas de pldstlco. Estas deber n ser colectadas Evitar la formacl6n de burbujas. Esperar hasta 

que el Ifquldo de la superficle do la membrana 
se haya absorbldo (1-2 mlnutos)
 

b) Utillizar una hoja gufa para Identiflcar i s
 
poslci6n de las muestras en la membrana de Nota: para muestras de camote, obvlar los

nitrocelulosa. 
 pasos b y c. La membrana seca se coloca 

sobre una hoja de papel filtro yse procede a /ac) Extraccl6n colocac/6n de muestras (paso d). 
" 	 Preparar el soluci6n amortiguadora de d) Utlllzando una pipeta pasteur limpla, poner

extraccl6n aproplado para muestras de culdadosamente una gota del sobrenadante 
papa a camote. (sin telido vegetal) de la boisa en el centro del

" 	 De cada hoja, cortar 5 discos de 1cm de cuadrado en la membrana de nitrocelulosa. (No
dlmetro. Para muestras de camote es tocar la membrana con la punta de la pipeta
suficlente 1 disco. mlentras se aplica la muestra.) Utillzando una 
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pipeta limpla para cada muestra, repetir el 
proceso hasta que todas las muestras hayan 
sldo colocadas. 

e) Transferlr la membrana a un papel filtro 
seco y dejarla secar por 30 minutos a 
temperatura amblente o durante 15 mlnutos a 
370C. 

f) Cuado la membrana est6 seca se puede 
poner entre dos papeles filtro secos y proteger-
la con cart6n para que se pueda enviar por 
correo o para almacenarla hasta que se desee 
continuar la prueba. 

4. Dearrollo 69 Ia prueba serol6gica. 

Todas las Incubaclones y lavados se realizan 
a temperatura amblental. SI se dispone de un 
agitador, las Incubaclones se realizan con 
agftacl6n suave a 50 rpm y los lavados a 100 
rpm. 

a) Agregar 25 ml de la solucl6n amor-
tlguadora de bloqueo a una placa petr e Intro-
ducir la membrana lentamente evitandG la 
formacl6n de burbujas. Incubar por 60 minutos. 

Mlentras tanto, preparar la solucl6n de an-
ticuerpos especiflcos al virus (o la mezcla de 
antlcuerpos, segtn sea el caso). Agregar la 
diluci6n adecuada de IgG a 25 ml de solucl6n 
amortiguadora de anticuerpos (solucl6n de 
mntlcuerpo 1). 

b) Descartar [a solucl6n bloqueadora y 
agregar [a solucl6n dA antlcuerpo 1.Cubrir las 
placas y sellarlas con parafllm o cinta adhesIva 
para evltar la evaporacl6n. Incubar toda la 
noche. 

c) Descartar la solucl6n de antlcuerpo 1 y 
lavar la membrana en 30 ml de T-TBS y en 
agltacl6n. Repetlr 3 veces durante 3 mlnutos 
cada vez. 

Mlentras tanto, preparar ia solucl6n de an
tlcuerpo 2. Agregar la dilucl6n adecuada de 
conjugado enzim~tico antl-IgG %anticuerpo2) a 
25 ml de solucl6n amortiguadora de anticuerpo. 
Poner en una placa petri limpla. 

d) Remover la membrana despu~s del hltmo 
lavado y colocarla en la placa petri con la 
solucl6n de anticuerpo 2. Incubar una hora. 

e) Descartar la solucl6n de anticuerpo 2 y 
lavar tres veces en T-TBS y una vez con buffer 
de sustrato por tres minutos cada vez. 

Durante el 1tlmo lavado, preparar la solucl6n 
de revelado en un frasco protegido de la luz. 
Utilizando guantes, agregar 100 ul de la 
solucln stock do NBT a 25 ml de solucl6n 
amortlguadora de sustrato. Mezclar blen. 
Agregar gota a gota 100 ul de la solucl6n stock 
de BCIP. Mezclar blen y colocarta en una placa 
petrl limpla. 

f) Remover la membrana del tOltimo lavado y 
colocarla en la placa petri con la solucl6n de 
revelado, teniendo culdado de que la 
membrana se encuentre completamente inmer
sa en ella. Esperar de 15 a 30 mlnutos para 
visuallzar !areaccl6n. Transcurrido ese tlempo, 
pakalizar la reaccl6n descartando la solucl6n de 
revelado y lavando la membrana con agua des
tllada dos veces durante 10 mlnutos. 

g) Secar la membrana sobre papel filtro y 
almacenarla entre dos papeles filtro secos. 

Nota: Aigunas veces, /a clorofl/a, pigmentos 
u otrassustanclas co/orantes en las muestras 
pueden obscurecerse o enmascarar las reac
clones positvas. Por eso, para poder observar 
estas reacclones /a e/imlnaci6n de estos com
puestos es necesarla. Para el/o, /a membrana 
debe sersumerglda en una solucl6nde lejfa (2 
a 5 %)o de hipoclorito de calclo (2%) durante 
10 m/nutos. Enjuagar con agua destlada y 
secar. 
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SLas Unidades T6cnlcas de Capacitaci6n (TTU), constituyen materlales Improsos de estudlos 
para los profesionales Involucrados en actlvidades de capacltacl6n desarrolladas por el CIP y estj 
,onsthulda por una serle de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.3 DETECCION/SEROLOGIA 

Fasciculo 3.3.8 Ensayos Serol6gicos con Conjugados 
Enzimbticos: Conjugado Enzimtico 
de Penicilinasa (PNC-DAS-ELISA) 

INTRODUCCION 

La prueba ELISA (Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay) en su modalidad DAS 
(Double Antibody Sandwich) ha alcanzado 
gran difusl6n como m6todo rutinaro para la 
deteccl6n de virus de papa. 

Esta prueba serol6gica ernplea complejos 
enzima-anticuerpo a los que se les denomina 
conjugados enzim~ticos. Las enzlmas em
pleadas en DAS-ELISA tienen que producir 
algcn tipo de reacci6n coloreada que permita 
una evaluacl6n sencilla. En la actualidad la en-
zima m~s empleada es la fosfatasa alcalina, 
que se obtiene del Intestino de ternera y de 
Escherlchla coi. 

A pesar de ser un m6todo rfpido y eficlente, 
muchos parses del Tercer Mundo no pueden 
hacer uso riguroso del DAS-ELISA en sus 
programas de semilla debido al alto costo por 
muestra. Gran parte de este costo se debe 
principalment, a la enzima y al sustrato 
enzimdtlco empleado: el p-nitrofenil fosfato. 

En el CIP se ha ensayado la prueba DAS-
ELISA para la detecci6n de virus de papa
empleando otra enzlma, la penicilinasa (13-lac-
tamasa), de costo comparable al de la fosfatasa 
alcalina pero que presenta la ventaja de 
emplear un sustrato mucho ms econ6mlco, el 
complejo lodo-almld6n-pencilina. 

s&no lnfectado 

I lizzif
 
i.8aalhlllzacl6n do ]a place 

2. Dlo.ueo do I place 

I 
* I, 

3. Colocac16 do ,uastras 

4. **n 
4. Mcln del conjugado 

S. Acl6, del muutrato 

I i 
158 

..eatLo PoNI Vtio 

L 
Representacl6n esquem~tlca de la prueba 
PNC-DAS-EUSA. 
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En sf, la prueba DAS-ELISA con penicllnasa 
(PNC-DAS-ELISA) se basa en el m6todo 
lodom6trlco, el cual se vale del complejo yodo-
almid6n comc. Indicador de pH. Este complejo 
se forma por el arreglo de los Atomos de Iodo 
entre las vueltas que forma la molcula de 
almld6n al estar en solucl6n. Este complejo es 
bastante estable y es de color azul. 

Cuando la penicilinasa actia sobre la 
peniclilna se produce el 6cido penIcilolco, que 
act(ja como reductor del yodo del complejo y 
lo torna totalmente Incoloro. 

La prueba con peniclinasa, emploando el 
una sensibildadmenclonado sustrato, tlene 

Igual y, en muchos casos, superior a la obtenlda 
con con fosfatasa alcalina al probarse 

puriflcaclones virales dllufdas en savla do plan
tas de papa sanas. 

Aunque esta prueba s6lo sirva para 
evaluaclones visuales, se presenta como una 
altemativa muy econ6mlca para ser empleada 
como t6cnica de rutlna. 

PROCEDIMIENTO 

1. Senslbllizaci6n de la placa. 

a) Preparar la solucl6n amortiguadora de 
cobertura (solucl6n amortiguadora carbonato 
0,05M). Ajustar el pH a 9,6 con HCI 0,1M o con 
NaOHO,1M. 

1,59 g Na2CO3 

2,93 g NaHC03 


0,2 gNaN3* 
Agregar agua destliada hasta completar 1 
Itro 

• Opclonal; utilizar s6Io sl la solucl6n va a 

ser almacenada 

b) Diluir la IgG de cobertura en la soluci6n 
amortiguadora y mezclar blen (IaIgG se puede 
dlluir hasta 1/1000). 
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c) Uenar cada hoyo de la placa con 150 ul de 
la dIluci6n de IgG. Cubrir la placa con cinta 
adhesiva o colocarla dentro de una bolsa 
plstlca, sell~ndola con clnta adhesiva. 

d) hicubar duranto 3 horas a 37C o a 
temperatura de amblente durante 5 horas. 

e) ElIminar la solucl6n de IgG de la placa, 

sacudi6ndola vlgorosqmente y secbndola 
sobre toallas de papel. 

2. Bloqueo de la placa. 

a) Preparar la solucl6n de bloqueo disolviendo 2%do leche en polvo o albimlna do huevo 

en solucl6n amortiguadora fosfato, sana (pH 
7,4). 

Solucl6n amortiguadora fosfato salino (PBS): 

8,0gNaCI 
0,2 gKH2PO4 
2,9 gNa2HPO4.12H20 
0,2 gKCI 

0,2 g NaN3*
Agregar agua destliada hasta completar 1 

ltro 

PBS-Tween: agregar 0,05% de Tween 20 
* Opclonal; utIllizar s61o sI la soluci6n va a 
ser almacenada 

b) Uenar cada hoyo con 200 ul de solucl6n 
de bloqueo. Sellar la placa de la forma men
clonada anterlormente 

c) Incubar la placa durante 1hora a 370C. 

d) Lavar los hoyos de la placa con solucl6n 
amortIguadora de lavado (PBS-Tween) 3veces 
durante 3 minutos cada vez. 

3. Colocacl6n do las muestras. 

a) Colectar e Identificar las muestras en bol
sas do plstlco (esto puede hacerse uno o dos 
dfas antes sl es que 6stas pueden ser al-

Deteocl6n/Serologfa 3.3.8-pag.2 



Centro Internaclonal do Ia Papa (CIP) 

macenadas a40C). Utilizar controles posltlvos 
y controles sanos. 

b) Preparar la solucl6n amortiguadora de 
maceracl6n: PBS-Tween con 2% de pollvinil-
plrrolidona (PVP-40) y 1% leche en polvo o 
albi~mina de huevo. 

c) Agregar la solucl6n amortiguadora a las 
muestras. Pueden dllulrse en una proporcl6n
de 1:5 (peso de muestra : volumen de buffer). 

d) Macerar las muestras con la ayuda de un 
tubo de ensayo o un rodillo. 

e) Uenar cada hoyo con 150 ul de muestra(no olvidar los controles posltivos y sanos)sigulendo un patrbn pre-establecido. 

t) Cubrir la placa e Incubarla a 40C o a tempe-
ratura de amblente durante toda [a noche. 

g) Laver la placa con PBS-Tween hasta 
ellminar todo rastro de savla de los hoyos.
Luego, lavar 3 veces mds durante 3 mlnutos 
cada vez. 

4. Colocacl6n del conjugado enzimdtlco. 

a) Preparer la solucl6n amortlguadora de
 
conjugado: PBS-Tween 20 con 1%de leche en 

polvo a alb~mina de huevo. 


b) Diluir el conjugado enzlmdtico en la 
solucl6n amortiguadora. 

c) Uenar cada hoyo con 150 ul de la diluci6n 
del conjugado enzlmdtico. 

d) Cubrir la placa e Incubarla a 370C durante 
3 horas. 

e)Lavar las placas 3 veces durante 3 minutos 
cada vez. 

S. Revelado do la placa. 

Note: la preparaci6n del sustrato debe em
pezarse 1 hora antes del t6rrmino del perfodo
de Incubacl6n de la placa con el conjugado 
enzimdtico. 

a) Preparar una solucl6n de almid6n al 2%en 
solucl6n amortiguadora fosfato 0,2M ajustado 
a pH 7,2 con HCI 0,5M o NaOH 0,5M. 

b) Dlsolver el almld6n calentdndolo a fuego
directo. Dejar enfriar agltando constantemente 
par evItar [a formacl6n de grumos. 

c) Tomar 5 ml de Ia solucl6n de almldbn yagregar 25 ml de soluci6n amortlguadora fosfato 0,2M pH 7,2 y 100 ul de la solucl6n stock 
de "Iodine" (200 mg de yodo, 5,32 gde yoduro
de potaslo en 10 ml de agua destllada). Ajustar
el pH a 7,2. Esta solucl6n es de color azul
pirpura. 

d) Agregar penicilina G a la soluci6n amor
tlguadora de sustrato (esto debe hacerse 
durante el Oltimo lavado del conjugado
enzimdtico de /a place). Asegurarse que lasoluci6n est6 completamente frfa. 

e) Uenar cada hoyo con 150 ul de )a soluci6n 
de sustrato y esperar la reacci6n. 

La reaccl6n es positlva cuando la solucl6n en 
el hoyo se torna Incolora, total a parclalmente, 
en comparacl6n con el control sano que debe 
permanecer de color azul oscuro a pOrpura. 

Nota: La reacci6n comlenza normalmente 10mlnutos despu~s de colocar el sustrato. 

Las Unidades Tdcnicas do Capacltaci6n (TTU), constltuyen materlales Impresos de estudlos paros profesionales Involucrados en ac'vldades de capacftaci6n desarrolladas por el CIP y estonstitulda por una see de fascculos susceptibles a ser actualizados. 
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION I 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.4 DETECCION / PSTVd 

Fasciculo 3.4.1 El Viroide del Tub6rculo Ahusado de 
la Papa (PSTVd) 

La enfermedad del ahusamiento del sintomas que pueden observar en losso 

tubdrculo de la papa tue reportada por primera tub6rculos son: hundimlento de ojos,desarrollo
 
vez por Martin en 1922. La designacl6n de puntos necr6ticos alrededor de las len
"tubdrculo ahusado" fue utilizada por los ticelas, grietas superficlales y necrosis de la

agricultores de South Jersey (U.S.A) 
 para pulpa. Notodos los tubdrculos de plantas Infec
descdblr la forma de los tub6rculos afectados. tadas muestran todos o aigunos de estos
 
Esta enfermedad es causada por el viroide del sfntomas.
 
ahusamiento del tubdrculo de la papa (PSTVd,
 
por sus slglas en Ingl6s: "Potato Spindle Tuber PSTVd se transmite muy l cilmente en forma

Virold"). Este vlrolde consiste en una pequefia mecAnIca a otro hospedero susceptible. En
 
mol6cula de RNA sin cdpside protelca. A condiciones de campo, una planta enferma
 
diferencL de los virus que Infectan papa, que puede infectar a otra cercana por simple con
prefleren climas templados a trios, PSTVd re- tacto. El virolde tambin puede ser transmitldo
 
qulere climas clIdos para su multiplicaci6n. a otras plantas durante la realizacl6n de

Las pdrdidas en rendimlento que causa este prdcticas culturales y medlante el uso de her
virolde varfan con el cultivar y el strain; con el ramlentas contaminadas. Tambln se transmite

strain mds severo las p6rdidas pueden liegar a por semilla botdnica.
 
ser de hasta 65%.
 

METODOS DE DETECCION 
Los sfntomas de la enfermedad en papa

varlan en gran medlda de acuerdo al cultivar de La deteccl6n serol6glca de este virolde no es 
papa Infectadoy alas condicionesamblentales. posible debido a que carece de cublerta 
En muchos casos, los sintomas follares son protelca. Los sfntomas foliares son dificiles de 
muy diftcIles de detectar. Se ha reportado que detectar y en muchas varledades el tub6rculo 
plantae de papa infectadas muestran hdbito de no adopta la forma ahusada caracerfstica. Es 
crecimlento erecto, enanismo, coloracl6n por ello que la deteccl6n de PSTVd requiere de
grsdcea de las hojas, reduccl6n del Area follar t6cnicas m~s sensibles. Los m6todos dis
y rigosidad. ponibles para la deteccl6n de PSTVd son los 

sIgulentes.
Los tubdrculos infectados son elongados yen 

aigunos cultivares se observa el desarrollo de 1. Prueba del tomate. 
extrernos puntiagudos, cuya presencla es una a. Prueba normal 
caracterfstica tfplca de la enfermedad. Otros b. Prueba de Yang y Hooker 
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c. Prueba de confrontacl6n 

2. Prueba en Scopolla slnensls 

3.Electroforesis en gel de acrilamida (PAGE). 

4. Hibridaci6n do 6cidos nucleicos (NASH, 
"Nucleic acid spot hybridization"). 

1.PRUEBA DEL TOMATE 

a)Prueba normal. Esta prueba es muy simple. 
El teJido de la planta quo va a ser sometida a la 
prueba se macera con agua destilada y luego 
se Inocula mecdnicamente on plantas j6venes 
de tomate (Lycopers/con rscu/entum cv. Rut-
gers). Las plantas Inoculadas se colocan on una 
c6mara de creclmiento a 300C hasta la 
aparicl6n de los sfntomas. Los tomates Infec-
tados muestran inicialmente eplnastla, 
rugosidad do las hoJas (quo postorkrmente se 
enrollan), enanismo y aparicl6n do necrosis do 
venas. Con el tlempo, la necrosis de las venas 
se extiende a toda la hoja y 6sta adqulere una 
coloraci6n marr6n. El strain severo do PSTVd 
provoca sfntomas muy claros; sin embargo, el 
strain suave es diffcil de detectar, ya quo los 
sfntomas son loves y las plantas Infectadas no 
so diferenclan claramente de los controles 
sanos. 

b) Prueba de Yang y Hooker. Esta prueba se 
Ileva a cabo en forma similar quo la anterior, 
excepto quo las plantas Inoculadas so man-
tienen a 24- 30 0C bajo Iluminacl6n flourescente 
continua (100 ft-c). Las plantas de tomato infec
tadas con PSTVd, ya sea con el strain severo o 
suave, muestran albinismo. En el caso del strain 
severo, las plantas tambl6n muestran necrosis 
do venas. Este m6todo es mds sensible quo el 
anterior ya quo detecta ambos strains de 
viroide. 

c) Prueba do confrontacl6n. Esta prueba es 
una varlacl6n do la prueba normal para detectar 
el strain suave de PSTVd. Se utilizan tres pantas 
de tomato (A,B, y C) en cada prueba. Primero 
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so Inoculan las plantas de tomate A y B con la 
savla de la planta quo va a ser sometida a la 
prueba. Si estas plantas muestran sfntomas 
severos de PSTVd, entonces la planta de papa 
original esta infectada con el strain severo del 
viroide. Si las plantas Ay B no muestran ning6n 
sfntoma, so Inoculan las plantas B y C con el 
shaln severo de PSTVd y se mantlenen a30 0C. 
Despu6s de 2 a 3 semanas, se observan los 
sfntomas de las tres plantas (A,B,y C). La planta 
C mostrarA sfntomas severos de PSTVd. SI la 
planta D tambldn muestra estos sfntomas, en
tonces la planta original no estaba infectada 
con el vlrolde. SI la planta B no muestra 
s.ntomas, entonces la planta original estaba 
infectada con el strain suave de PSTVd, quo 
evit6 quo la planta B se Infecte con el strain 
severo del vlroide debido a una proteccl6n 
cruzada. 

2. PRUEBA EN Scopolla sinensis 

Scopolia sinensis es una planta quo per
tenece a la familia Solanaceae. Cuando esta 
planta se inocula con PSTVd, se pueden obser
var lesiones locales necr6ticas despu6s de la 
Infecci6n. Las plantas utilizadas en esta prueba 
deben encontrarse en un perfodo de cre'.Imlen
to vigoroso y deben ser mantenidas con luz love 
(300 - 400 ft-c) a 18 - 23 °C. El desarrollo do los 
sfntomas toma de 8 a 14 dias. Esta pru3ba es 
de poco valor debido a los requerimlentos 
estrictos do temperatura y luz para mantener a 
las plantas y a la dificultad para producir sus 
semillas. 

3. ELECTROFORESIS EN GEL DE 
ACRILAMIDA (PAGE) 

La separacl6n electrofor6tica de RNA de bajo 
peso molecular aislad, de plantas en gel do 
pollacrilamlda es un m~todo muy utilizado 
hasta hace poco para la detecci6n de PSTVd. 
El protocolo de esta prueba se describe en hoja 
aparte. La electroforesis os menos sensible quo 
la prueba del tomato por lo quo se recomienda 
una combinacl6n tomato-PAGE en detecciones 
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de rutina para aumentar su sensibilidad. Este 
mdtodo tue utilizado en el CIP hasta hace poco. 
La savla de las plantas quo van a ser sometldas 
a la prueba se Inocula en alm~cigos de tomate 
sanos y luego do 2 a 3 semanas se extrae el 
RNA de baJo peso molecular de estos 61tlmos 
para realizar la prueba PAGE. La ventaja deeste 
m6todo es quo aun cuando la concentracl6n 
del virolde sea baja en las plantas orlglnales, on 
los tomates Inoculados la concentracl6n se In-
crementa, y el virolde os fdcllmonte detectado 
par los sfntomas producldos o modlante la 
prueba PAGE. 

Luego de teflir el gel, el RNA de PSTVd so 
puede localizar cerca del centro del gel, ya quo 
6sto migra mds lentamente quo al RNA 9S. En 
algunos casos, la banda del RNA 9S no es muy 
visible, per Ioquo se recomienda utIlizar con-
troles positivos y sanos on la corrida. La 
muestra positiva se puede identificar 
compardndola con los controles. 

4. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS 

(NASH) 


Desde 1983, el CIP ha adoptado esta t6cnica 
para trabajos de rutlna debido a su alta son-
sibilidad y par la facllidad de poder analizar un 
gran nt~mero do muestras al mismo tiempo. 
Antes de poder aplicar esta t6cnica es 
necesarlo cumplir con una serle de requisitos: 

a) Producir un cDNA do hebra simple com-
plementarlo a la secuencla do PSTVd (PSTVd-
cDNA). 

b) Disponer do una gran cantidad de PSTVd-
cDNA. Esto se logra mediante su ctonamiento 
en un vector (par ejemplo un pldsmido) y su 
Introduccl6n en una bacteria E. coil donde el 
pl~smido se muldiplcard. El bacteri6fago M-13 
tambl6n ha sido utillzado coma vector. 

c) Aislar a] PSTVd-cDNA dela bacteria y mar-
cado con un is6topo radlactivo. Reclentemente 
dos compafifas comerciales han desarrollado 
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un marcador no radlactivo que puede ser 
utillzado en su lugar. 

El principl bsico de la prueba depende de 
la habllidad del PSTVd-cDNA de formar un 
hlbrldo con la mol6cula de PSTV-JI!nmobilizada 
en una membrana, ya sea I'quIda o s6ida. 
Debldo a la presencla del marcador radiactvo 
en ol cDNA, esto hlbrido puede ser detectado 
medlante una autoradlograffa en una placa 
fotogrdfIca. La presenca del hibrido radlactivo 
Indica quo la muestra original so encontraba 
Infectada con el virolde. 

Lo3 experimentos reallzados on el CIP Indican 
quo este m6todo es dlez veces mds sensible 
quo la prueba PAGE y quo puede detectar al 
virolde en una semilla Infectada de un lote de 
clen. El desarrollo do esta prueba fue posible 
graclas ala colaboracl6n on la investigacl6n del 
Dr. R.A.Owens. 

En este momento, e usa de marcadores
radlactivos en la prueba es una llmftaci6n. En el 
CIP se estan probando los marcadores no 
radlactivos quo expenden las compafias com
orciales para evaluar su eficiencia y adap
tabilidad en la detecci6n de PSTVd. Hasta quo 
el m6todo no radiactivo est6 disponible, el CIP 
so ha ofrecido a analizar las muestras pro
venlentesdeprogramasnacionales.Sinembar
go, esto s61o es posible si las muestras son 
colocadas en una membrana y envladas par 
correo al CIP. El CIP dispone de equipos qua 
incluyen membranas de nitrocelulosa y
soluclones tamp6n requeridas para la 
extraccl6n de las muestras. Los quo est6n In
teresados pueden hacer sus pedidos al Dr. Luis 
F. Salazar en el CAP, Uma, PerJ. Para mayor 
informacl6n, referirse al capftulo de Hlbrldaci6n 
de Acidos Nuclelcos. 
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3.4 DETECCION / PSTVd 

Fascfculo 3.4.2 Deteccl6n de PSTVd por 
Electroforesis en Gel de Acrilamida 

La separacl6n electrofordtlca en geles de 
pollacrilamlda de RNAs de bajo peso molecular 
aislado de plantas, es un m6todo que hasta 
hace poco fue muy utlllzado para la deteccl6n 
del virolde del tub6rculo ahusado de la papa. 
Este m6todo, junto con la prueba del tomate, 
puede ser utilizado en trabajo de rutlna para 
detectar PSTVd. 

1.Preparaci6n de soluciones stock. 

a) EDTA0,1M 

Disolver 33,62 g de EDTA en 1 litro de aguadostllada (su disoiuci6n es lenta). 

b) Hidr6xido de amonio 4M 

Tomar 140 ml de NH4OH y completar hasta 1 
litro con agua destilada. Homogeneizar blen. 

c) Cloruro de litlo 10M 

Dlsolver 423,9 g LICI en 1 litro de agua des-
tilada (volumen final). 

Todo el trabajo debe realizarse a baja 
temperatura (sobre hielo). Preparar la soluci6n 
amortiguadora do extracci6n: 

60 ml de UCI (10 M) 
20 ml de EDTA (0.1 M) 
20 ml de NH4OH (4 M) 
50 ml de agua destilada 

Utilizar 1,5 ml de soluci6n amortlguadora de 
extraccl6n por cada 0,5 gde muestra. Macerar 
y extraer la savia, colocAndola en un tubo ep
pendorf. Agregar Igual cantidad de fenol 
saturado y agltar blen con la ayuda de un 
agltador de tubos (v6rtex). 

Centrifugar a 9 000 rpm durante 10 minutos.
Recuperar la fase acuosa (parte superior) y 
agregar 2 1/2 volimenes de etanol absoluto. 
Guardar a -200C en la congeladora durante 

toda la noche. 

Al dfa sigulente, centrifugar a 10 000 rpm 

durante 10 minutos y resuspenser el sedimento 
en 2 gotas de solucl6n amortiguadora fosfato. 

3 Preparacl6n del gel de acrilamida. 

Para la preparaci6n del gel de acrilamlda es 
necesarlo tener las siguientes soluclones: 

a) Soluci6n amortiguadora de electroforesis 
(5X): 
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TRISbaseO,18M 10,9g 21,8g 

Fosfato de sodlo 
monobsico 
(NaH2PO4.H20) 10,35 g 20,7 g 

EDTA 0,005M 0,73 g 146 g 

H20 destilada 
hasta un volumen 
final de 500 ml 1000 ml 

15% de acrilamida 
(especlalmente 
purlficada) 15 g 150 g 

0,75% NN Methylene-
(purlficada) 0,75 g 7,5 g 

H20 destIlada 
hasta volumen 
final de 100 ml 1000 ml 

c) Solucl6n fresca de persulfato de amonlo al 
10%. Disolver 1,25 g de persulfato de amonlo 
en agua destilada a un volumen final de 12,5 ml. 

Preparar el gel en un Edenmeyer de 250 ml. 
La concentracl6n utilizada para la deteccl6n de 
PSTVd es de 5%, eso quiere decir que a cada 
50 ml de acrilamlda se debe agregar 30 ml de 
solucl6n amortlguadora de electroforesls 5 
veces concentrado (5X) y 67 ml de H20 des-
tilada. 

A esta solucl6n se le agrega 0,25 ml de 
TEMED (catallzador) y 2,5 ml de una solucl6n 
fresca de persulfato de amonlo al 10%. Agitar 
suavemente toda la mezcla durante un minuto. 

Verter toda la mezcla en el tanque de 
electroforesisycolocarel peine. Esperarde5a 
10 minutos para que el gel se polimerice. 
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Una vez polimerizado, retirar el pelne 
culdadosamente e lnmadiatamente colocar el 
tanque en posicl6n horizontal. Agregar 
solucl6n amortiguadora de electroforesis lX en 
ambos tanques (arriba y abajo). Realizar una 
pre-corrida por media hora a 100 v. 

4. Colocac16n de las muestras. 

Agregar a cada muestra 1gota de gllcerol (6 
2 gotas de sucrosa a 50% en solucl6n amor

tiguadora de electroforesis) y 1 gota de 
"bromofenol blue" al 1% (en solucl6n amor
tiguadora de electroforesis). Mezclar blen. 

Con la ayuda de una pipeta pasteur o un 
micropipetor, colocar cuidadosamente cada 
una de las muestras en los hoyos dejados por 
el pelne. 

Correr el gel a 100 v hasta que el frente de 

bromofenol blue est6 a 0,5 cm del final del gel. 

5.Tincl6n del gel. 

a)Tlncl6n con azul. 

Disolver 0,03 g de Toluldine BLUE en 300 ml 
de H20 destilada. Verter el tinte en el dep6sito 
que contlene el gel y agitar durante toda la 
noche. Al dfa sigulente, hacer varlos lavados 
con agua hasta poder visualizar las bandas. 
Leer el resultado sobre un fondo de luz. 

b) Tlncl6n con bromuro de etidlo. 

Utilizar guantes. Preparar una solucl6n stock 
de 10 mg/ml de bromuro de etidlo. En una placa 
petri de vidrio con suficlente capacldad para 
contener al gel, mezclar 300 ml de agua des
tilada y60 ul de la solucl6n stock. Colocar el gel 
con mucho cuidado dentro de [a solucl6n del 
tlnte. Teflr durante 10 a 15 minutos y leer el 
resultado bajo luz ultravioleta. 

ElImlnar el tlnte de la siguiente forma: 
adiclonar 100 mg de carb6n actlvado en polvo 
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por cada 100 ml de solucl6n de bromuro de 
etidlo. Almacenar la mezcla a temperatura am-
blente durante I hora, agitando de vez en cuan
do. Filtrar a trav6s de papel filtro Whatman No 1 
y elimInar el Ifquldo. Colocar el papal filtro con 
el carb6n activado en una bolsa de pistlco 
sellada y ellmInarla en un reciplente adecuado. 

c) Tincl6n con nitrato de plata. 

Utilizar guantes en todo momento. Preparar
las siguentes soluclones: 

-Nitrato de plata (340 mg en 200 ml de agua 
destilada) 

-Etanol al 10% (50 ml de etanol absoluto en 
450 ml de agua destlilada). 

-Acido ac6tlco al 0,5% (2,5 ml de dcido 
ac6tlco en un volumen final de 500 ml de agua 
destilada). 

-Revelador: 

3 g de hidr6xido de sodlo (NaOH) 

17 mg de borohidruro (NaBH4) 

0,8 ml de formaldehfdo 37% (HCHO) 


Completar a 200 ml con agua destilada 

-Solucl6n de carbonato de sodlo (1,48 g de 

CO3Na2 en un volumen final de 200 ml de agua
destilada est6ll). 

Para el revelado, lavar el gel dos veces 
durante 5 minutos cada vez con etanol al 10% 
y despuds con nltrato de plata durante 15 
minuntos. Enjuagar con agua destilada de 4 a 
5 veces durante 15 segundos. 

Revelardurantel a5minutos (como mdximo) 
con solucl6n de revelado. Parar reaccl6n 
durante 5 minutos Introduclendo el gel en agua 
destilada. 
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NOTA: Usar esta metodologta OnIcamente 
con geles delgados (2mm o menos de grosor). 

6. Preparacl6n do fenol saturado. 

a)A partir de fenol Ifquldo. 

Agregar 0,1% de 8-hidroxiquinollna y 10% de 
m-cresol al fenol lfquido y agitar durante 1hora. 

Para estabilizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados 
(agregar soluci6n amortiguadora, mezclar, 
esperar separaci6n de fases y eliminar la 
solucl6n) con soiucl6n amortiguadora Trls (1M) 
pH 8,y luego con 0,1 M de TrIs pH 8 hasta que
el pH de la solucl6n de fenol sea mayor que 7,6. 

Almacenar a 40C. En estas condlciones es 
estable durante 1 6 2 meses. La solucl6n se 
mantlene estable por 1 mes a 40C. 

b)Apartlr de fenol cristalizado (para 500 g). 

Agregar directamente a la botella que con
tlene el fenol 140 ml de agua destilada. Una vez 
disuelto, agregar 10 % de M-Cresol y agitar 
durante 1 hora. Agregar 0,68 g de 8-hldroxi
qulnolina y agitar nuevamente por 1 hora. 

Dejar a temperatura ambiente toda la noche.
Al da sigulente estabilizar el pH como para el
fenol lfquldo. 

NOTA:Todo este traba/o debe reallzarse ba/o 
una campana extractora. Usarguantes gruesos 
y una mascarlla. El fenol puede causar
quemaduras y es t6xlco. Usar lentes espe
c/ales cuando se realiza la mezcla. 
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.4 DETECCION / PSTVd 

Fascfculo 3.4.3 Hlbridaci6n de Acidos Nucleicos 

Losvirusson complejosde proternasy cidos 
nuclelcos Infecclosos capac6s de dirigir su 
propla replIcacl6n al Infectar una c~iula hos-
pedera especfflca. Los viroldes se comportan
de una forma similar, pero estdn compuestos 
solamente por dcldos nuclelcos circulares sin 
cublerta protelca. 

La estructura qufmlca de los Acidos nuclelcos 
y su conformac16n molecular han hechoposible desarrollar rec!entemente las t6cnlcas 
de hlbrdacl6n que permiten detectar la exist-
encla do los virus y virokies con niveles de 
sensibilidad y especiflcldad muy altos. 

,,.2 
o-*pl o C toslna 

ur(acto-

<N 


Cadena do nucl6tlco del RNA 

Los Scidos nuclelcos son mol6culas for-
madas por cadenas de mon6meros Ilamados 
nucle6-tldos. Cada nucle6tido contlene tres 
componentes caracterfsticos: 

Febrero, 1993 

a) Base nitrogenada. Puede ser derivada do 
una purina (adenoslna o guanina) o de una 
pirimidina (citosina, uracilo y timina). 

4 M2 

,t) o06.. 

H HPPrlidine C1lrim HUPi¢Ilo Timng
 

,,j ">S & 
2 , H H 

Pu.irm ,1nens a,.in. 

Be*" nltrogmnadas do los Acldo nucllcoo 

b) Pentosa. La desoxirribosa en el caso del 
DNA y la ribosa en el caso do RNA. 

5 CH2 0HOH 
14 H I n 
N A 

2-deoxiriboza Rlbosa 

Pontozas presentes en Io ldos nuclelcos 

C) AcIdo fosf6rico. Proporclona la energfa
necesarla para la formacl6n de los enlaces 
fosfodlster en la cadena de nucle6tidos. 
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una conformac16n tridimensional de doble 
<N hdIlce. Las dos hebras pueden separarse 

. _,. fcIlmente cuando se rompen los enlaces de 
"N hldr6geno entre las bases apareadas. 

Guvwosinu--'-ri fUomfuto 

T-A U-A T- A 
A-T A-U A- U 

Oupo ttlfoafato oomponento do los nuclo6tlcos A T A U A U 

T -A U -A T- A 
A-T A- U A- U 

c-a c- c - a 

C-S C-G C- el 

a-c a-c C- 6c 
"C -CGC - Cla-c a-c a- Cl 

CH C- a C- a C -a 

A-T A-U A- U. 

HI DNA - DNA RNA - RNA DNA - RNA 

Uberacl6n do Iaonergia dal kcdo fosf6rlco para I& DN = A, T, a, C
 
formacl6n del enlace fosfodl6ster
 

RNA= A, U, 0, C
 

Las bases nitrogenadas forman pares de 
bases medlante puentes de hidr6geno. La 
adenina se une con la timina o el uracilo La desnaturalizacl6n puede lograrse calen
medliante dos puentes de hidr6geno, mlentras tando la solucl6n de DNA o ahadlendo un Alcali 
que la citosina so une con la guanina medlante o dcldo para ionizar las bases. SI la solucl6n se 
tres puentes de hldr6geno, enfrfa lentamente o se contrarresta el grado de 

pH, las hebras de DNA vuelven a aparearse y 
ocurre la renaturallzacl6n de la doble h6llce. El 

r .... desenrollamlento o fusl6n de DNA se traduce 
/Ny .... en un Incremento de su absorbancla a 260 nm., 

efecto que se denomina hipercr6mico. 

t Snt-:,hlrgn S I = 
hl k~gnh Rl si~~ 

.1 """' - M
 

Es posible obtener cadenas dobles de DNA, 
cadenas dobles de RNA ycadenas dobles mIx- Dsnaturallicl6n yronturallzacl6n do icldov 
tas de DNA-RNA. Estas cadenas dobles tlenen nuclalcos 
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La temperatura de fusl6n (rm) se definecomo 
aquela en la cual se disocla la mItad de la 
estructura helicoldal. 

El aspecto m~s Importante de la doble h4lice 
es la especifIcidad de sus bases; una hebra es 
complementarla a la otra. SI una muestra de aSw ?of s,f ,, 
dcldo nuclelco desnaturalizado se fija en un 
membrana de nitrocelulosa y ademds se pone 
en contacto, bajo clertas condiclones de Temperature do fusl6n do Acldoo nuclelcos do doble 
temperatura y fuerza I6nlca, con otra muestra cadens 
desnaturalizada, ocurrIrA la hibridacl6n si las 
hebras son complementarlas entre sI. 
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ffir"IMc- Ilk hdmr 

-	 (.ft
5..~uja hu n I pUeI6 

batrsenitroenl" 

I4t 

Hlbridal6n *Mrs dos Acidoo nuclelcom do secuencla nucl.6tics compimnentarta da par IsospcIldad do tas 
bases nltrogenadai 
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as 	profesionales involucrados en actlvdadcs de capacitaci6n desarrolladas por el CIP y estA 
onstitulda por una serle de fasclculos susceptibles a ser actualizados. 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.4 DETECCION / PSTVd 

Fasciculo 3.4.4 Preparaci6n de Muestras para la 
Detecci6n de PSTVd mediante 
Hibridaci6n Oe Acidos Nucleicos 

Antes de realizar el anlisls de las muestras, 
leer culdadosamente las Instrucclones y 
verliflcar si so dispone de todo el material 

necesarlo para completar la prueba. 

1.Tratamlento de las membranas de 
nitrocelulosa 

Advertencla: las membranas de nitrocelulosa 
son t6xicas; se debe tener mucho cuidado al 
manipularlas y en todo momento se debe 
utilizar guantes y p/nzas. No tocar las 
membranas con los dedos ya que las im-
preslones digitales pueden producir reac
clones inespectficas. 

Cortar las membranas en un tamaio 
adecuado segtn el niamero de muestras (12 x 
16cmpara150muestras).Trazarcuadradosde 
1cm de lado con un lapicero. Remojar en aoua 
destilada y lavar 2 veces durante dlez mlnutos 
cada vez en SSC 20X*. 

SSC 20X 

NaC 3M 175,32g 

Citrato de sodlo dihidratado O,3M 88,23 g 

Disolver en 800 ml de agua destilada. Corr-
gir el pH a 7,0 con NaOH. Agregar agua des-
tilada hasta un volumen final de 1 000 ml 

*Nota: para desarrollar la prueba utilizando el 
procedimlento no radlactivo, lavar las mem
branas como se indica pero utilizando SSC 1OX. 

Colocar las membranas sobre papel filtro y 

dejar secar completamente a temperatura am
blente o balo una lmpara. 

2. Preparaci6n de las muestras 

Cuando se colecten las muestras en bolsas 
do pldstico, recordar slempre que deben ser 
Identificadas apropladamente. 

a) Hojas y brotes: 

Colectar las muestras en bolsas plisticas 
(hojas de la parte apical de la planta - 1 6 2 
follolos - y brotes de cualquier parte del 
tub6rculo). 

Nota: Las muestras de hojas o brotes nunca 
deben ser congeladas a -200C antes de ser 
procesadas. Se pueden guardar en una 

refrigeradora comn a 40C durante dos d(as 
como mximo. Los tub6rculos almacenados a 
40 tienen que estar porIomenos dos semanas 
a temperatura amblente antes de ser 
procesados. 

Macerar la muestra en la bolsa con 2 
volOmenes de soluci6n amortiguadora de 
extraccl6n (2ml por gramo de muestra) y trans
ferir la savla a tin tubo de ensayo o Eppendorf 

mantenido sobre hielo. 
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Soluci6n amortlguadora do extracci6n 

1) Formaldehkdo al 37% 
SSC lox 

49,4 ml 
50,6 ml 

2) * K2HPO4 200 mM 
DIECA 10 mM 
DTT 5 mM 
Trft6n X-1 00 1% 

(*Inclulda en los kits) 

1/2 de volumen de 
fenol saturado (ver ap6ndlce a para su 
preparacl6n) y 1/2 do volumen do cloroformo; 
mezclar blen con unagltadordetubos (vortex). 
Procesar las muestras restantes. 

Agregar 1nmedlatam/nto 

ser utilizadoPrecauclones: 91 fenol debe 
culdadosamente ya quo puede causar 
quemaduras en la plel. SI esto sucede, 
lavarseconabundanteaguayjab6nyluego 
tratar la quemadura con otanol. 

Dejar los tubos en la refrigeradora a 4C 

durante toda [a noche o centrifugar durante 5 
minutos a una velocldad mayor de 2 000 rpm 
para separar las fases. 

Con la ayuda de un pipetor o una pipeta 

Pasteur, colocar de 3 a 5 ul 6 una gota del 
sabrenadante clara (o = 0,4 cm) sabre la 
membrana de nitrocelulosa. Identiflcar las 
muestras en la membrana utilizando una hoja 
do datos como gula. 

Hornearla membranaa8 0 Cdurante2 horas. 

Guardarla en un lugar seco hasta el momento 
do la hlbridacl6n. 

Nota: Para desarroilar la prueba utilizando el 

slstema no radlactivo, es Improtante centrlfugar 
slempre las muestras durante 5minutos a 8000 
-10 000 rpm para separar las fases y obtener un 
sobrenadante ms llmplo. 
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b) Semilla bot~nIca: 

Poner la cantidad adecuada de semillas (ver 
Ap6ndice b) en un tubo de vldrio. Cada muestra 
no debe contener m~s de 100 semlllas. Em
beber en agua destllada durante 2 horas como 
m(nimo o durante toda la noche. 

Pasar las semillas a mortero, drenar el agua 
con una pipeta Pasteur o Inclinando el mortero 
y afiadlr solucl6n amortiguadora de extraccl6n 
(0,5 ml por cada 25-50 semillas). 

Macerar completamente y pasar a tubos de 
ensayo o Eppendorf mantenidos sobre hielo. 

Agregar Jnmrdo (amnn 1/2 de volumen de 
fenol saturado (ver apndlce a para su 
preparaci6n) y 1/2 de volumen de clorofarmo;
mezclar blen con un agitador de tubos (vortex). 
Procesar las muestras restantes. 

Precauciones: el fenol debe ser utilizado 
culdadosamente ya quo puede causar 
quemaduras on [a plel. SI esto sucede, 
lavarse con abundante agua y jab6n y luego 

tratar Iaquomadura con etanol. 

Dejar los tubos en la refrigeradora a 40C 
durante toda la noche o centrifugar durante 5 
minutos a una velocldad mayor de 2 000 rpm 

para separar las fases. 

Con la ayuda de un pipetor o una pipeta 
pasteur, colocar de 3 a 5 ul 6 una gota del 
sobrenadante claro (o = 0,4 cm) sobre la 
membrana de nitrocelulosa. Identificar las 
muestras en la membrana utilizando una hoja 

de datos como gufa. 

Hornear;a membrane a800Cdurante2 horas. 
Guardarla en un lugar seco hasta el momento 

de la hibridacl6n. 

Nota: Para desarrollar la prueba utilizando el 
sistema no radlactivo, es improtante centrifugar 
slempre las muestras durante 5 mlnutos a 8 000 
-10 000 rpm para separar las fases y obtener un 

sobrenadante m~s limpio. 
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3. Apdndlce 

a) Preparacl6n do fenol saturado 

Precaucl6n: Trabajar bajo una campana 
extractors. User guantes gruesos, lentes 
ospeciales y una mascarilla. El fenol puede 
causer quemaduras yes muy t6xico cuando 
so roaklb Ia mezcla. 

Apartir del fenol iquido: 

Agregar 0,1%de 8-hldroxlqulnolina y 10% de 
m-cresol en el fenol I(quldo. Agitar I horn. Para 
estabilizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados 
(agregar la solucl6n amortiguadora, mezclar, 
esperar separacl6n de fases y eliminar la 
solucl6n) con soluci6n amortiguadora Tris-HCI 
IM pH 8,0, luego con 0,1M Tris-HCI pH 8,0 
hasta que el pH do la solucl6n do fenol sea 
mayor quo 7,6. 

Para preparar la soluci6n amortlguadore Tris-
HCI IM pH 8,0, disolver 121,1 g de Tris en 800 
ml do agua destliada. Ajustar el pH a8,0 utillzan-
do HCI 0,1N (aproximadamente 29 ml) y 
agregar agua destilada hasta Ilegar a un 
volumen final de 1 000 ml. Esterllizar en 
autoclave. 

Apartlr del fenol cristallzado (para 500 g): 

Agregar 140 ml de agua destlada dlrecta-
mente a la botella que contlene fenol. Una vez 
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1 
hora. Agregar 0,68 g do 8-hidroxiqulnolina y 
agltar 1 hora ms. Dejar a temperatura am
blente toda la noche. 

A dia sigulente estabilizar el pH como en el 
caso del fenol Ifquido. Almacenar a 40C en 
botellas de vidrlo do color ambar. En estas 
condiciones el fenol saturado es estable por 
uno o dos meses. 

b) Cantidad do somilla quo debe probarse 
do acuordo al tamaflo del lote y con tres 
niveles de preclsi6n 

Nota: Ya que cada muestra a probar debe 
tenor un mcIxmo de 100 semillas, cada vez que 
se requiera probar mds de 100 semlllas, la 
muestra puede dlvldirse en submuestras. Por 
ejemplo, sl se requiere probar 139 semllas, 
deben tomarse dos submuestras de 
aproximadamente 70 semillas cada una. Pare 
prober una muestra de 3 457 semlllas, 6sta 
debe ser dlvidida en 34 6 35 submuestras de 
100 semillas cada una. 

Nmero do somllas Nivel do precisl6n 
en el lote desaedo 

10% 5% 1% 
< 25 Probar cada plntula 

26-99 Probar el 20% del lote 

100 26 58 97 

250
500 

31
32 

89
109 

233
437 

750 33 117 617 
1000 34 121 775 
2000 35 130 1 267 
5 000 35 135 2 044 

10000 35 136 2569 
100000 35 139 3342 
200 000 
300 000 

35 
35 

139 
139 

3398 
3417 

400000
500000 

35 
35 

139 
139 

3327 
3 433 

1000 00 35 139 3 4-45 
10 000 000 35 139 3,457 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.4 DETECCION /PSTVd 

Fascculo 3.4.5 Preparaci6n de Sondas con 32p 
Medlante el Sistema de Transcripci6n 

Esta t6cnlca de deteccl6n de PSTVd estA 
basada en la hibridacl6n de una mol6cula alta-
mente radlactiva de RNA complementario al 
PSTVd, con el PSTVd presente en la muestra 
previamente fijada en una membrana do 
nitroclulosa. El hrbrido resuitante es detectado 
medlante una autoradlograffa. 

1.Marcaje (RNA-transcription) 

El sistema de transcrlpcl6n es un proceso 
medlante el cual el mensaje gen6tico contenido 
en una mol6cula de DNA os transcrito en forma 
de RNA. Este m6todo estA Ilmitado a secuen-
clas clonadas dentro de vectores especfficos 
iiles para este fin. 

La transcripcl6n requiere de la presencla de 
un promotor (por ejemplo, SP6 6 T7)
reconocldo por la RNA polimerasa correspon-
diente, y la secuencla de cDNA tiene quo estar 
ublcada luego del promotor. 

Para asegurar la stntesls de 6nicamento la 
secuencla deseada, el plsmldo es linearizado 
Inmedlatamente despu6s de la secuencia 
clonada, do oste modo, la transcripci6n em
pleza on correspondencla del promotor, slgue 
a Iolargo de la mol6cula clonada y se Inter
rumpe on l punto de Iinearlza cl6n. 

SI on [a mezcla uno de los nucle6tldos se 
encuentra on forma radlactiva omarcada, 6ste 

serd Incluldo en la sfntesis de la nueva mol6cula 
de RNA. La degradacl6n del pldsmido utilizado 
como molde por accl6n de una DNasa permite 
obtener el RNA marcado en forma pura. Para el 
marcaje se utillza l "Riboprobe Gemini System 
Ii"(Promega) y nucle6tido radlactivo "Uridine
5'-trlphosphate" ( 32p, activIdad especffica: 650 
C/mmol, concentracl6n: 10 mCi/ml). 

Advertencla: el desarrolo del m6todo p/de
la utllizacl6n de material radlactivo. Usar guan
tes en todos los pasos y tener el cu/dado 
necesarlo para un maneJo seguro. El material 
radlactivo t/ene que ser eliminadoen reciplen
tes aproplados y almacenados siguiendo las 
ind/caclonesdo /a institucl6nresponsable do 
/a seguridad nuclear. El tiempo de vide media 
del 32P es do 14 dfas; en consecuencia, e/
tiempo minimo de almacenam/ento para que a 
radlactividad sea nula as do aprox/madamente 
4 a 5meses. 
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Mezclar en un tubo Eppendorf a temperatura 
amblente en el mismo orden Iosigulente: 

5X 'ranscription buffer" 4 ul 

DTr 100 mM 2 ul 

RNasln (Promega) 1 ul 

GTP 1OmM 1 Ul 

ATP 10 mM 1 ul 

CTP 10 mM 1 ul 

a32P-UTP 10 mCi/ml (70 uCi)
RNA polymerase (SP6 6 T7, segn el 

7 ul 

promotor contenldo en el pl.smido,
15-20 unldades/ul) 1 u 

Plsmido llneadzado (= 1 ug) 2 ul 

Mezclar blen y centrifugar brevemente. In-
cubar a 380C durante 120 minutos en bafio 
maria. Agregar 1 ul RQ1 DNasa (1unidad/ul) e 
Incubar a 37"C durante 20 mlnutos. Luego 
adiclonar 179 ul ddH20 y mezclar. 

Agregar 100 ul de fenol saturado y 100 ul de 
cloroformo. Mezclar en agitador de tubos 
(v6rtex) y centrifugar durante 2 6 5 minutos. 

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo Ep-
pendorf y agregar 200 ul de cloroformo. 
Mezclar en agitador de tubos (v6rtex) ycentrifugar durante 2 6 5 minutas. 

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo Ep
pendorf y agregar 20 ul de acetato de sodlo 3M
pH 5.2 y550 ul de etanol trio. 

Mezclar y poner a -700C por 30 minutos o 
mis. Luego descongelar 5 minutos y 
centrifugar durante 15 minutos a 14 000 rpm, 
aproximadamente. Eliminar el sobrenadante 
(chequear a 10 cm de distancla; el 
sobrenadante debe medir 0,5 mR; el pellet de 1 
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a 1,5 mR a I OX) y voltear el tubo Eppendorf para
 
secar el pellet.
 

Resuspender el pellet en 100 ul de TloEi con
1%de mercaptoetanol y mezclar blen. Guardar 
a -700C hasta su utllizaci6n. 

2. Medlcl6n do la Incorporacl6n 

Cortar papel filtro 3MM Whatman en cua
drados de 2 por 0,5 cm. Colocar 1 ul de RNA
 
marcado en el contro del papel y delar secar

completamente.
 

Lavar el papel filtro como sigue: 

2veces durante 5minutos en TCA al 5% 
1vez durante 5 mlnutos en etanol al 70% 

1 vez durante 5 minutas en etanol absoluto 

Dejar secar completamente. Colocar el papel
filtro dentro de la tapa de plomo utllizada para 
el transporte del nucle6tido radiactivo. Colocar 
el contador Geiger sobre la tapa y medir la 
radiactividad como se muestra en el cuadro al 
final de la pdgina sigulente. 

3. Hibrldaci6n 

Poner la membrana en una bolsa plstica 
especfica para este fin, sellar la bolsa y cortar 
una esquina. Para una membrana de 12 x 16 
cm, poner 9,6 ml de solucl6n amortiguadora de
hlbridacl6n en la bolsa, cerrar eincubar en bahio 
mara a550C durante 10 mlnutos. 

Soluci6n amortiguadora do hibridaci6n 

Soluci6n stock x 40 ml Conc. final 
Formamida desionizada 20 ml 50% 

Cacodilatode 
sodio 200 mM 5 ml 25 mM 

SDSal20% 0,25ml 0,125% 

Completar can H20 hasta volumen final 
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Desnaturalizar el "calf-thymus DNA" (stock: 6 Solucl6n amorliguadora de lavado N01
 
mg/ml) calent6ndolo a 1000C durante 5
 
minutos; colocarlo Inmedlatamente sobre helo. NaCI 0,36M (21 g/l)
 

Agregar 1ml do "calf-thymus DNA"en la bolsa Tris base 20 mM (2,4 g/)
 
y mezclar blen. Incubar a 550C durante 10 HCI 1,48 mI (dlluir 1,75 ml do HO al 37%
 
minutos.
 

en 10 ml do agua y de 6stos usar 8 ml)
 
Agregar 2,4 ml do sulfato do dextran (previa- SDS 0,1%
 

mente calentado a 550C, stock al 50%) e in
cubar a 550C durante 10 minutos mds. Solucibn amortiguadora do lavado N02
 

Agregar la cantidad adecuada do sonda (cal- SSC O,1X
 
culada como ya se Indic6) para obtener una SDS 0,1%
 
concentracl6n final do 400 000 CPM/ml de Soluci6n amoriguadora do lavado N03
 
solucl6n amortiguadora de hlbrldacl6n (por
 
ejemplo: 9,6 + 1 + 2,4 = 13 ml). SSC 2X
 

Mezclar blen los componentes, sellar la bolsa
 
plstlca evitando la formaci6n de burbujas de Lavar como sigue:
 
alro. Incubar, a 550C en l1 caso do viroldes y a
 
450C en el caso de virus, en baflo maria durante 2 veces durante 20 mlnutos en solucl6n
 
toda la noche. amortiguadora N01 a temperatura amblente
 

Al d(a sigulente, retirar la bolsa, cortar una 1 vez durante 30 minutos Oil solucl6n
 
esquina y retirar la solucl6n amortiguadora de amortlguadora N02 en baho marfa a 65°C
 
hlbridacl6n (cu/dado, es altamente radlactiva y
 
tene que ser el/ir,/nada en un reciplente 2 vecos durante 10 mlnutos on solucin
 
aproplado). amortiguadora N03 a temperaturaambionte
 

3. Lavado 1vez durante 20 minutos en 100 ml de 
solucl6n amortiguadora N03 con 20 ul deRNasa (stock: 10 mg/mI) a temperatura 

Los pasos de lavado so deben realizar on una 
bandoja mot~lica y utilizando un agitador amblente (concentracl6n final de 2 ug/ml) 
rotatorio. Luego de su utilizaci6n, las 1vez durante 20 mlnutos en solucl6n 
soluclones de lavado deben ser eliminadas amortlguadora N02 en baho marfa a 500C 
segOn lo indicado. 

Al terminar los lavados, secar las membranas 
'bajo una Idmpara que emane calor moderado 
o a temperatura amblente. 

Medicl6n do Iaradlactividad (cilculodo los CPM - "Counts per Minute") 

mR Amp] mR x AmplI mR totales x 2500 PM x 17,8 400 000 ul/ml x ml 
= mR totales = CPM = CPM/ul 	 CPM/ul S. hlbrldaci6n 

= ul/m = ul totales 
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4. Autorudlograffa 

Colocar la membrana seca en el cassette 
(trabajar culdadosamente y con guantes; la 
membrana es radlactiva) y fjarla con cinta ad
hesiva en las esqulnas para evItar que se 
mueva. Cubrir la membrana con pldstico no 
electrostdtlco para evitar la contamlnacl6n de 
la placa fotogrdflca. 

Los sigulentes pasos deben realizarse en un 
cuarto oscuro provisto de luz roja aproplada 
(Iuz con flltro GBX-2) yutilizando guantes: 

a) Posiclonar una placa fotogr~flca (Kodak 
X-Omat AR 6 slmil!ar) sobre de la membrana y 
cubrir con "Intensifying screen". 

b) Cerrarel cassette. 

c) Poner a-700C durante el tlempo adecuado, 
generalmente 24 horas. 

d) Retirar del congelador y desarrollar al 
momento. 

e) Sacar la placa fotogrdfica del cassette en 
un cuarto oscuro y cortar una esquina para 
Identiflcar la posicl6n original dentro del cas-
sette. 

f) Desarrollar durante 2 minutos en 
"developer" (solucl6n de desarrollo) en una 
bandeja de metal a 22-230C agitanda las 
membranas suavemente. 

g) Enjuagar brevemente en agua. 

h) Colocar las membranas en '"Ixer"durante 
2 mlnutos (solucl6n fijadora). 

I)Lavar con abundante agua corrlente (bajo 
el carfo ablerto) y flnalmente enjuagar con agua 
destilada. 

I) Secar las placas. 

Identificar los resultados colocando la placa 
fotogrflca encima de la membrana y locallzan-
do la poslci6n de las manchas de los positivos. 

5. Preparacl6n do soluclones 
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a) SSC 20X (I litro) 

175,32 gde NaCl (3M)
 
88,23 gde citrato de sodlo dilildratado (0,3M)
 

Disolver en 800 ml de agua destilada. CorregIr 
ei pH a 7,0 con NaOH. Uevar el volumen a 1 
litro. SI es necesarlo, esterllizar en una 
autoclave. 

b)Formamida desionizada (200 ml) 
Mezclar 200 ml d formamida y7 gde "mbxed

bed, Ion-exchange resin" (Blo-Rad AG 501 -X8, 

20-50 mesh) en un beaker. Agitar lentamente 
cun un magneto durante 1 6 2 horas a 
temperatura amblente. Filtrar a trav~s de papel 
filtro Whatman No1. RepetIr esta operacl6n con7 g mds y filtrar. Dividiren alfcuotas y guardar a 
-200C. 

c)SDS 20% (100 ml) 

Dlsolver 20 gde "electrophoresis-grade SDS" 
en 90 ml de agua destilada. Calentar a 680C para facilltr la disolucl6n. Corregir el pH a 7,2 
con HCI concentrado. Uevar el volumen a 100 
mi. No se necesita esterlllzar. 

d) Acetato de sodlo 3M pH 5,2 (10 ml) 
Dlsolver 2,46 gde CH3COONa (PM 82,03) en 

8ml de ddH20 y corregir el pH a 5,2 agregando
CH3COOH. Completar a 10 ml con ddH20. 

Esterilizar en autoclave. 

e) Solucl6n amortlguadora cacodilato de 
sodlo (200 mM) 

Solucl6n stock x 100 ml Conc. final 

Cacodilato de sodio 2,72 g 170 mM 

Aclda cacadfllco 0,414 g 30 mM 

NaCI 10,4 g 1,8 M 

EDTA (Stock:
500 mM, pH 8,0) 2 ml 10 mM 
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Disolver en agua destilada estdril y Ilevar al 
volumen final. Usar guantes y mascarilla en la 
preparacl6n porqt e es muy t6xico. 

f)TioEi + mercaptoetanol 1% 

Pary 100 ml, diluir 1 ml de TrisHCl iM pH 8,00,2 ml de EDTA 500mM pH 8,0 en dH20, 

autoclavar y luego agregar 1%de mercapto-
etanol. Dlvldir en alfcuotas y almacenar a -200C. 

g)TCA al 5% 

Para la preparacl6n de 500 ml, disolver en 
agua destilada estdril 25 g de dcido triclo-
roac6tlco y 1,42 g de Na2HPO4. Agitar hasta 
que se disuelva completamente y Ilevar al 
volumen final. La concentracl6n de Na2HPO4 
serA 0,02M. 

h)Sulfato de dextran 50% 

Dlsolver 50 g en agua destilada, Ilevar el 
volumen a 100 ml. Para disolver completa-
mente, calentar en bafio marfa a 60-70°C. La 
solucl6n es muy densa; almacenar a -200 C. 

I)EDTA 500mM pH 8,0 

Para la preparaci6n de 100 ml, pesar 18,6 g 
de EDTA (PM 372,2) y diluir en agua destilada 
est6rll. La dlsoluci6n es muy lenta. AgregarNaOH en pastillas hasta obtener un pH de 8,0.
Agreger agua destillad est6ril hasta completer
al volumen final. 

J)Calf thymus DNA (6 mg/mi) 

Disolver 1 g en 170 ml de agua destilada 
estdrl en agltacl6n por toda la noche a 40C 
(poner alta la velocidad del agltador porque a 
medlda que se va disolviendo, el DNA se vuelve 
mds denso). Pasar con fuerza el DNA disuelto 
por una Jerlnga 263 veces para rompedo ms.s 
Divldlr en alfcuotas de 1 ml en tubos Eppendorfy guerdar a.20Oc. 

k)RNasa (10 mg/ml) 
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En 10 ml de ddH20 agregar 50 ul de Tris-HCI 
2M pH 7,5 (concentraci6n final: 10 mM) y 40 ul 
de NaCl 4M (concentracl6n final: 15 mM). Fesar 
10 mg/ml de "Ribonuclease A"(Type IA, Sigma
R4875) y disolver en agtacl6n. Poner a balio 
marfa a 100°C durante 15 mlnutos, dejar enfriara temperatura ambiente y luego dividir enalicuotas en tubas Eppendorf y almacenar a 
20Oc. 

I)Soluclones requerldas 

-Marcaje: Kit (Promega), nucle6tido 32P-
UTP (ICN), RQ1 DNasa, DTT (100 mM), RNasin, 
fenol saturado, cloroformo, acetato de sodlo 
3M pH 5,2, etanol, T1oEi + M.E. 1%. 

-Medicl6n de la Incorporacl6n: TCA al 5%, 
etanol al 70%, etanol absoluto. 

-Hibrldacl6n: formamida, cacodilato de 
sodilo, EDTA, SDS, Calf thymus DNA (6 mg/ml), 
sulfato de dextran 50%. 

-Lavado: SSC,SDS, RNasa (10 mg/ml). 

-Revelado de placasfotogrAfIcas: soluci6n de 
desarrolio ("developer"), soluci6n fijadora 
("fixer"). 

6. Preparac16n de fenol saturado 

Precauci6n: Traba/ar bajo una campana extractora. Usar guantes gruesos, lentes espe
calesy una mascarlila. El fenol puede causar
quemaduras yes muy t6xico cuando se realizala mezcla. 

a) Apartir del fenol lfquido: 

Agregaro ,1%de 8-hldroxiqulnolina y 10% de 
m-cresol en el fenol Iquido. Agitar 1 hra. Para 
estabillzar el pH, realIzar de 3 a 4 levados 
(agregar la soluc6n amortiguadora, mezclar, 
esperar separacl6n de fases y eliminarla 
solucI6n) con solucin amortiguadora Trs-HCI1 M pH 8,0, luego con 0,1 M Tris-HCI pH 8,0hasta que el pH de la soluci6n de fenol sea 
mayor que 7,6. 
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Para preparar la solucl6n amortliguadora Tris- 
HCI 1M pH 8,0, disolver 121,1 gde Tris en 800 
mideaguadestilada. Ajustarel pHa8,0utlizan-
do HCI 0,1N (aproximadamento 29 ml) y 
agregar agua destilada hasta Ilegar a un 
volumen final do 1 000 ml. Esterilizar en 
autoclave, 

b)A partir del fenol cristalizado (para 500 g): 

Agregar 140 ml de ague destilada directa-
mente a la botella quo contlene fenol. Una vez 
disuelto, agregar 10% do m-cresol y agitar 1 
hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxlquinolina y 
agitar 1 hora ms. Dejar a ternperatura am
blente toda la noche. 

Al da sigulente estabilizar el pH como en el 
caso del fenol lfquldo. Almacenar a 40C en 
botellas do vIdrio de color ambar. En estas 
condIclones el fenol saturado es estable por 
uno o dos meses. 

REFERENCIAS 

MELTON, D.A., P.A. KRIEG, M.R. 
REBAGLIATI, T. MANIATIS, K. ZINN y M.R. 
GREEN. 1984. Efficient in vitro synthesis of 
biologically active RNA and RNA hybridization 
probes from plasmids containing a bac
teriophage SP6 promoter. Nucleic Acid Re
search 12: 7035-7056. 

OWENS, R.A. y T.O. DIENER. 1981. Sensitive 
and rapid diagnosis of potato spindle tuber 
virold disease by nucleic acid hibridization. 
Science 213: 670-672. 

BOULTON, R.E., G.I. JELLIS, D.C. BAUL-
COMBE y A.M. SQUIRE. 1986. The application 
of complementary DNA probes to routine virus 
detection with particular reference to potato 
viruses. en Developments and applications in 
virus testing. Jones R.A.C. y L. Torrance 
editores, Great Britain. pp. 41-53. 

Las Unidades Tcnicasdo Capacitaci6n (TnTu), constituyen materlales impresos do estudios par 
as profeslonales Involucrados en actividades de capacitacl6n desarrolladas por el CIP y estd 
onstftuida por una serle de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 

Febrero, 1993 Deteccl6n/PSTVd 3.4.5-pag.6 

1010 



CU.4NTflIOwu. d MU Dm LA IB~l UOIP= 

pUNIDAD TECNICA 	DE CAPACITACION 
I 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.4 DETECCION / 	PSTVd 

Fasc(culo 3.4.6 	 Preparaci6n de Sondas con 32p
 
Mediante la T6cnica "nicktranslation"
 

El procedImlento para preparar sondas mar- Mezclar y afhadlr 5 ul de la solucl6n C (DNA

cadas con f6sforo radlactivo medlante esta polimerasa I / DNasa I).Centrifugar brevemente
 
t6cnica tiene varlas etapas: marcaje, medlcl6n e incubar en bafo marfa a 160 C durante 60
 
de la Incorporaci6n, pre-hibridaci6n, minutos. Luego de la Incubaci6n afiadlr:
 
hibridaci6n, lavado y autoradiograffa. 

1. Marcaje 	 3 ul H20 

El m6todo "Nick Translation" consIste en 5 ul Solucl6n D"stop-buffer'
 
crear grupos 3'OH libres dentro de la mol6cula
 
de DNA utilizando una nucleasa (DNA nuclease 1 u SDS a120%
 
I). La DNA polimerasa utiliza estos extremos 1 u "yeast tRNA
 
como puntos de Inicio para una nueva sfntesis (20 mg/ml soluci6n stock)

de DNA utilizando los nucle6tidos presentes en
 
la solucl6n. SI en la mezcla de reaccl6n estd 30 ull 
 Acetato de arnonio 7,5M
presente uno de los nucle6tidos en forma (Concentraci6n final 2,5M) 
radlactiva,6ste tambl~n ser6 Incorporado en la 
molecula que se va a sintetizar. Para el marcaje Mezclar y afiadir: 
se utiliza el "Nick Translation Reagent Kit" (BRL)
 
y un nucle6tido marcado con a32P (por ejemplo
 
( 32P)dCTP, actividad especffica: 650 Ci/mmol, 40 ul Fenol saturado
 
concentracl6n: 10 mCi/ml). 	 40 ul Cloroformo 

En un tubo Eppendorf sobre hielo mezclar en 
orden lo sigulente: AgItar y centrifugar durante 5 minutos. Luego

transferir la fase acuosa a otro tubo Eppendorf 
..... ddH20 est6ril* y arladir 225 ul de etanol. Incubar a -200Cul 


5 ul 	 Soiuci6n A (todas los nucie6- durante toda la noche 6 a-700Cdurante 1 hora 
tidosdNTPs menos el marcado) y centrifugar por 15 minutos. Eliminar el 

sobrenadante y afiadir al pellet Ioslgulente:
 
..... Pismido (= 1 ug)*
ul 


..... 	 ( 32P)dNTP(= 180 pmol/50 ml* SSC 1Xul 90 ul 

10 ul Acetato de sodlo 3M pH 5,2


Valu men final: 45 ui, ver ap6ndIce Mezclarblen y afiadir:
 
225 Etanol
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Incubar a -20'C durante toda la noche o a 
-70°C durante 1 hora y centrifugar por 15 
mlnutos. Eliminar el sobrenadante y secar el 
pellet al vacfo. Resuspender el pellet en 100 ul 
de ToEi y almacenar a -200 C hasta su 
utillzacl6n. 

2. Madici6n do Ia Incorporacl6n 

Diluir el ( 32P)-DNA: 

1 ul DNA 
39 ul H20 

Cortar papeles filtro 3MM Whatman de 2 por
0,5 cm e identiflcados con un I6plz. Con la 
ayuda de un pipetor colocar en el centro de 
cada papel 0 ul, 2ul, 5ul, 10 ul y 20 ul del DNA 
marcado diluldo como ya se indlc6 y dejar 
secar completamente. Lavar el papel filtro 
como sigue: 

3 veces durante 5 minutAos en TCA at 5% 
(en TCA el DNA precipita pero el 
trifosfato no) 

1vez durante 5 mlnutos en etanol al 70% 

1 vez durante 5 mlnutos en etanol absoluto 

Nota: tener mucho culdado al desechar 
estas sustanclas de lavado porque son atn-
mente radlactivas. UtilIzar un reciplente 
adecuado. 

Dejar secar los papeles sobre papel tissue y 
balo una Idmpara de luz. Poner de uno en uno 
los papeles filtro dentro de la taps de plomo 
utilizada para el transpcrte del (a32p)dNTP. 
Colocar el contador Gelgar sobre la taps y
medlr los CPM de cada papel como se muestra 
en el cuadro al final de la pgina. 

3. Pre-hibrldaci6n 

Solucl6n amortiguadora de pre-hibridacl6n e 
hibrldacl6n: 

Solucl6n stock 

SSC 20X 

NaPO4 1M 
pH 6,5 

Denhardt's 
solution 5OX 

EDTA 0,25M 

SDS a1 20% 

Formamida 
deslonizada 

Suifato de dex
tran a1 50% 

Herring Sperm 
DNA 10mg/ml 

x 50 ml Conc. final 

13,0 ml 5X 

2,5 ml 50mM 

5 ml 5X 

0,5 ml 2,5 mM 

1,5 ml 0,6% 

25,0 ml 50% 

* 5% 

* 100 ug/ml 

Medlci6n do Ia Radiactividad (Cdlculo do los CPM - Counts per Minute) 

ul ul mR Ampl mR x Ampl mR total x 2 500 CPM x 17,8 1000 000 ul/ml x ml

aplica- reales 
 = mR total = CPM = CPM/ul CPM/ml s. hibridaci6n
dos CPM/ul = ul totales 

= ul/m, 
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* Afladir la cantidad requerida directamente 
en ia bolsa en el orden slgulente: 

-9 ml de soluci6n amortiguadora de pre
hlbrldacl6n 


-120 ul Herring Sperm DNA**
 
-1ml sulfato de dextran 


** Desnaturallzar inmedlatamente antes de 
usar y luego afiadlr directamente en la bolsa. 

Colocar la membrana en una bolsa pldstica
especfica para este fin, sellar la bolsa y cortar 
una esqulna. 

Desnaturalizar el Herring Sperm DNA, 
calent6ndolo a 1000C durante 10 minutos y 
enfridndolo en hielo. 

Para una membrana de 12 x 16 cm, agregar
9 ml de solucl6n amortiguadora do pre-
hibrldaci6n. Esperar que el papel est6 com
pletamente ht~medo y ariadlr 120 ul de Herring
Sperm DNA desnaturalizado y 1 ml del sulfato 
do dextran previamente calentado a [a 
temperatura de pre-hlbrldacl6n. Mezclar bien. 

Sellar la bolsa evitando la formacl6n de bur
bujas de alre. Pre-hidridizar a 450C (para los 
virus) 6 a 550C (para los viroldes) durante dos 
horas. 

4. Hibridaci6n 

Desnaturaliz~r a sonda o "probe" calentdn-
dola a 1000C por 10 minutos y ponl6ndola in-

medlatamente despu6s sobre hielo. 


Cortar una esqulna do la bolsa y agregar la 
sonda en la cantidad calculada. Mezclar blen y 
sellar, evItando dejar burbujas de aire en la 
bolsa. Incubar toda la noche en bafio maria a
450C (para los virus) 6 a 550C (para los 
viroldes). 

Al dfa sigulente, retirar Ia bolsa, cortar una 
esqulna y eliminar la soluci6namortiguadora de 
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hlbridaci6n con extrema precaucl6n y en un 
reciplente adecuado ya que es altamente 
radlactivo. 

5. Lavado 

Los pasos de lavado se deben realizar en una 
)andeja met~llca y utilizando un agitador
rotatorlo. Luego de su utillzacl6n, las 
soluclones do lavado deben ser eliminadas 
seg~n lo Indicado. 

Lavar como slgue: 

2veces durante 15 minutos en soluc16n 
amortiguadora N°l (SS0 2X, SDS 0,1%) 
a temperatura amblente 

1vez durante 30 mlnutos en solucl6namortiguadora N02 (SS0 0,2X, SDS 0,2%) 
en baho maria a 370C 

I vez durante 30 mlnutos en soluci6n 
amortiguadora N03 (SSC 0,IX, SDS 0,2%) 
en baho marla a 550C 

Al terminar los lavados, secar las membranas
 
bajo una Idmpara que emane calor moderado
 
o a temperatura ambiente. 

6. Autoradlograffa 

Poner la membrana seca en el cassette 
(traba/ar culdadosamente y con guantes; la 
membrana es radlactiva) y fijarla con cinta ad
hesiva en las esquinas para evitar que se mueva. Cubrir la membrana con pldstico no 
electrostdtico para evitar la contaminaci6n de 
la placa fotogrdflca. 

Los sigulentes pasos deben realizarse en un 
cuarto oscuro provisto de luz roja aproplada 
(luz ton filtro GBX-2) y utilizando guantes: 

Detecci6n/PSTVd/3.4.6-pag.3 



Centro Internaclonal do la Papa (CIP) 

a) Posicionar una placa fotogr~fica (Kodak 
X-Omat AR 6 similar) sobre de la membrana y 
cubrir con "Intensifying screen". 

b) Cerrar el cassette. 

c) Poner a -700Cdurante el tiempo adecuado, 
generalmente 24 horas. 

d) Retirar del congelador y desarrolar al 
momento. 

e) Sacar la placa fotogr~fica del cassette en 
un cuarto oscuro y cortar una esqulna para 
identiflcar la poslcl6n original dentro del cas-
sette. 

f) Desarrollar durante 2 minutos en 
"developer" (solucl6n de desarrollo) en una 
bandeja de metal a 22-230 C agltando las 
membranas suavemente, 

g) Enjuagar brevemente en agua. 

h) Colocar las membranas en 'fixer" durante 
2 minutos (solucl6n fijadora). 

i)Lavar con abundante agua corriente (bajo 
el cahoablerto) yfinalmente enjuagar con agua 
destilada. 

j)Secar las placas. 

Identificar los resultados colocando la placa 
fotogr~fica encima de la membrana y localizan
do la posicl6n de las manchas de los positlvos. 

7. Preparacl6n de soluclones 
amortiguadoras 

a) SSC 20X (1litro) 

175,32 gde NaCi (3M) 

88,23 g de citrato de sodlo dihidratado (0,3M)
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Disolver en 800 ml de agua destilada. Corregir 
el pH a 7,0 con NaOH. Uevar el volumen a 1 
Iltro. SI es necesario, esterilizar e.. una 
autoclave. 

b) FR.,.samida deslonlzada (20 ml) 

Mezclar 200 ml de formamida y 7 gde "mixed
bed, Ion-exchange resin" (Bio-Rad AG 501-X8, 
20-50 mesh) en un beaker. Agitar lertamente 
con un magnto durante 1 6 2 horas a 
temperatura ambiente. Filtrar a trav6s de papel 
filtro Whatman No1. Repetir esta operacl6n con 
7 gm~s y filtrar. Dividir en alfcuotas y guardar a 
-200C. 

c) SDS 20% (100 ml) 

Disolver 20 g de "electrophoresis-grade SDS" 
en 90 ml de agua destilada. Calentar a 680 C 
para facilitar la disolucl6n. Corregir el pH a 7,2 
con HCI concentrado. Uevar el volumen a 100 
ml. No se necesita esterilzar. 

d) Acetato de sodlo 3M pH 5,2 (10 ml) 

Disolver 2,46 gde CH3COONa (PM 82,03) en 
8 ml de ddH20 y coregir e!pH a 5,2 agregando 
CH3COOH. Completar a 10 ml con ddH20. 
Esterillzar en autoclave. 

e)TioE1 

Esterilizar en autoclave. 

f) TCA al 5% 

Para la preparaci6n de 500 ml, disolver en 
agua destilada est6ril 25 g de dcido triclo
roac6tico y 1,42 g de Na2HPO4. Agitar hasta 
quo se disuelva completamente y Ilevar al 
volumen final. La concentracl6n de Na2HPO4 
serd 0,02M. 

g)Sulfato de dextran 50% 
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Disolver 50 g en agua destilada, Ilevar el 
volumen a 100 ml. Para disolver completa-
mente, calentar en baflo maria a 60-70C. La 
solucl6n es muy densa; almacenar a -200C. 

h) EDTA 500mM pH 8,0 

Para [a preparacl6n de 100 ml, pesar 18,6 g 
de EDTA (PM 372,2) y diluir en agua destilada 
est6rll. La disolucl6n es muy lenta. Agregar 
NaOH en pastillas hasta obtener un pH de 8,0. 
Agregar agua destilada estdrll hasta completar 
al volumen final. 

I)Denhardt's solution 50X 

Flcoll al 1% 
Pollvlnllplrrolldona al 1% 
BSA (Pentax fraction V)al 1% 

Disolver en agua destilada y filtrar utilizando 
un filtro Nalgene. Dividir en alfcuotas y guardar 
a -200C. 

j) Herring sperm DNA (10 mg/ml) 

Disolver 1 gde Herring sperm DNA on 100 ml 
do agua destilada estril. Disolver a40C durante 
toda la noche utillzando un agitador 
magn6tlco.Pasar la solucl6n do Herring sperm 
DNA a trav6s da una Jeringa limpla de 4 a 5 
veces con fuerza para poder romper el DNA. 
Incubar en bafio maria a 1000C durante 10 
minutos y poner Inmedlatamente sobre hlelo. 
Dividir en ali'cuotas y guardar en tubos est~riles 
a -20'C. 

k) Yeast transfer-RNA (20 mg/ml) 

Pesar 0,25 g de tRNA y resuspender en 100 
mldeaguadestiladaestdrll. Aliadir 5ml defenol 
(1/2 vol) y 5 ml do cloroformo (1/2 vol). Mezclar 
blen en un agltador de tubos y separar las fases 
centrifugando. Recolectar el sobrenadante, y
repetir la extraccl6n con fenol y cloroformo 2 
veces ms. Extraer una vez con 10 ml de 
cloroformo y pasar el sobrenadante a un tubo 
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nuevo. Agregar 1ml de acetato de sodlo 3M pH
5,2 (1/10 vol) y 25 ml de etanol (2 1/2 vol). 
Precipitar toda la noche y centrifugar a 10 000 
rpm durante 15 mlnutos. Secar el pellet al vacfo 
y resuspender en 12 nI de H20 6 ToE1 
est6riles. 

I)Acetato de amonlo 7,5M 

Dlsolver 5,78 gen agua destilada y esterilizar 
por flltracl6n. 

m)Fosfato de sodio 1M pH 6,5 

Preparar fosfato do sodio monobasico 
(NaH2PO 4) 1M, dlsolver 13,79 g en 100 ml de 
agua destilada. El pH es aproxlmadamente 4,2. 

Preparar fosfato de sodio dibaslco 
(Na2HPO4) IM, dlsolver 14, 19 g en 100 ml do 
agua destllada. El pH es aproxlmadamente 
9,15. Mezclar las dos soluclones on reia.i6n 
aproximada do 1:1 hasta obtener un pH final de 
6,5. 

8. Preparacl6n de fenol saturado 

Precaucl6n: Trabajar bajo una campana ex
tractora. Usar guantes gruesos, lentes espe
clalesy una mascarilla. El fenol puede causar 
quemaduras yes muy t6xlco cuando se realza 
/a mezcla. 

a) Apartir del fenol Ifquldo: 

Agregar 0,1% de 8-hldroxlqulnolia y 10% de 
m-cresol en el fenol Ilfquldo. Agltar 1hora. Para 
establllzar el pH, reallzar de 3 a 4 lavados 
(agregar la solucl6n amortIguadora, mezclar, 
esperar separacl6n de fases y ellmlnar la 
solucl6n) con solucl6n amortiguadora Trs-HCI 
1M pH 8,0, luego con 0,1M Tris-HCI pH 8,0 
hasta quo el pH do la solucl6n de fenol sea 
mayor quo 7,6. 

Para preparar la soluci6n amortlguadora Tris-
H1CI1 MpH 8,0, disolver121,1 gde Trisen 800ml 
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de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 utillzando 
HCI 0,1N (aproxlmadamente 29 ml) y agregar 
agua destilada hasta Ilegar a un volumen final 
de 1 000 ml. Esterilizar en autoclave. 

b) A partir del fenol cristalizado (para 500 g): 

Agregar 140 ml de agua destilada directa-
mente a la botella quo contlene fenol. Una vez 
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1 
hora. Agregar 0,68 g do 8-hidroxlquinolina y 
agitar 1 hora mds. Dejar a temperatura am-
blente toda la noche. 

Al dfa sigulente estabilizar el pH como en el 
caso del fenol Ifquido. Almacenar a 40C en 
botellas de vidrio de color ambar. En estas 
condiclones el fenol saturado es estable por 
uno o dos moses. 

9. Ap6ndice 

a) Nota sobre el 3 2p 

el f6sforo radiactivo so envia con la sigulente 
Informaci6n: 

Lot. Nr. 
Total activity: 0,60 mCi 

Total activity mCi = 0,60 mCi = 10 mCi/ml 

Total volume 0,06 ml 


10mCi/mI = 10mCI/mI = 0,015 um dATP/ml 
SP 650 CI/mmol 

Concentracl6n = 0,015 u mol/ml
 
= 5m mol/ml
 
= 15 p mol/ul
 

SP: Specific activity
 

Activity ordered: 0,50 mCi 
Total volume: 0,06 ml 
Specif. activity: 650 Cl/rn mole 
Concentration*: 0,015 umol/ml 

*La concentraci6n se necesita para calcular 
la cantidad de 32p para el "nick translation". SI 
esta informacl6n no existe se puede calcular de 
la slgulente manera: 

Para realizar el "nick translation" seg~n el kit 
necesitamos 180 p mol de dNTP. Tenemos: 15 
pmol/ul = 150 pmol/l10 ul. 
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a EN'IhO I UN~OA -m LA IPWlA tIP 

I UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

3.4 DETECCION / PSTVd 

Fascfculo 3.4.7 Preparaci6n de Sondas No Radiactivas 
Mediante la T6rnica "nicktranslation" 

El sistema no radiactivo de deteccl6n de 
PSTVd es una modificaci6n de la prueba con-
vencional radlactiva de hlbridaci6n de dcidos 
nuclelcos. El ensayo radlactivo estd basado en 
la hlbrldacl6n de un dcldo nuclelco altamente 
radlactivo complementario a la secuencia de 
PSTVd, con el PSTVd fijado a la membrana de 
nitrocelulosa, 1o cual permite la deteccl6n 
autoradiogrcflca del hlbrido resultante, 

En el m6todo no radlactivo se utiliza una 
sonda de DNA marcado con blotina y la 
hibridaci6n se visualiza en la membrana por 
intermedlo de una reaccl6n enzim~tica. El en-
sayo puede realizarse por completo en 
laboratorios con mfnimas facilidades. En este 
onsayo, una pequefia cantidad de la muestra se 
deposita en la membrana. Luego, en el paso de 
pre-hibridaci6n se bloquean las 6reas no 
utlilzadas por las muestras y la membrana es 
hibridizada con la sonda de PSTVd. La 
membrana es sometida a varlos lavados y a un 
bloqueo ulterior para evitar reacciones 
inespecfficas. En el i61timo paso, la sonda 
biotinliada se hace reacclonar con un con-
jugado especfico unido a una enzima. De esta 
forma, la detecci6n del complejo sonda-con-
jugado enzim.tico se realiza medlante [a 
reaccl6n con el sustrato aproplado. La Inten-
sidad de la coloraci6n de la mancha depende 
directamente de [a concentraci6n del viroide, es 
estable y se mantlene visible por varios meses. 

El procedimiento de 9sta prueba se describe a 
contlnuaci6n. 

1. MarcaJe con nucle6tidos blotinilados. 

El m6todo mAs apropiado para la preparacl6n 
do sondas marcadas con un nucle6tido 
blotinilado es el m6todo "nick translation". Para 
el marcaje se utiliza el "Nick Translation Reagent 
Kit" (BRL) y un nucle6tido biotlnllado (biotin-7
dATP o biotin-14-dATP). Mezclar en un tubo 
Eppendorf lo slgulente y en orden: 

Mezclar y ahadir 5 ul de la soluci6n C 
(pollmerasal/DNasal).Centrifugarbrevemente 
e Incubar a 150C durante 90 mlnutos. Luego de 
[a Incubacl6n afiadir: 

Mezclar y afiadir 225 ul do etanol e incubar a 
-20°C durante toda la noche 6 a -70°C durante 

..... ul ddH20 est6rl* 

5 ul Soluci6n A (todos los dNTPs 
menos el marcado 

.... ul Pldsmido (= 1ug)*
 

2,5 ul Nucle6tldo biotinilado
 
(blotin-dATP 0,4 mM)
 

*El volumen total debe ser de 45 ul
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Mezclar y ahadir 5 ul de la solucl6n C 
(pollmerasa I/DNasa I).Centrifugar brevemente 
e Incubar a 150C durante 90 mlnutos. Luego de 
la incubaci6n ahadir: 

3 ul 	 H20 

5 ul 	 Soiucl6n D"stop-buffer' 

1 ul 	 SDS al 5% 

1 ul 	 'Yeast tRNA" 
(solucl6n stock: 20 mg/ml) 

30 ul 	 Acetato de amonlo 7,5M
 

(concentraci6n final: 2,5M) 


Mezclar y afiadir 225 ul de etanol e incubar a 

-200C durante toda la noche 6 a -700C durante 
1 hora. Centrifugar por 15 minutos. Eliminar el 
sobrenadante y ahadir al pellet: 

90 uMezclar
90 ul SSC lX 


ul Acetato de sodlo 3M pH 5,2 


Mezclar blen y ahadir 225 ul de etanol. In-
cubar a -20°C durante toda la noche 6 a -700C 
durante 1 hora y centrifugar por 15 minutos. 
Ellminar el sobrenadante y secar el pellet. 
Resuspender el pellet en 100 ul de SSC 1X. 
Guardar a -200C hasta su utllizacl6n. 

2. Test de control 

El test de control se realiza para estimar la 
calidad del DNA producido cuantificando en 
forma aproximada la Incorporacl6n del 
nucle6tido marcado. Una buena incorporacl6n 
permlte [a visuallzacl6n de 1 pg de DNA 
blotinilado. 

El test conslste en aplicar en la membrana de 
nitrocelulosa diluclones serladas de la sonda 
marcada. Luego se desarrolla el test en todos 
los pasos sigulentes. 
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Preparar 4 diluciones seriadas (2ul de DNA 
blotinilado + 18 ul de H20; 1:10, 1:100, 1:1 000 
y 1:10 000). En una membrana de nitrocelulosa 
poner 5 ul del DNA biotinilado puro y 5 ul de 
cada diluci6n y dejar secar a temperatura am
blente. Para el control de [a incorporaci6n em
pezar el tratamiento desde "bloqueo y lavado". 
Una buena incorporaci6n permite visualizar 
hasta la cuarta dliucl6n. 

3. Pre-hibridaci6n 

Poner la membrana en una bolsa pl~stlca 
especfica para este fin, sellar la bolsa y cortar 
una esquina. 

Desnaturalizar el Herring sperm DNA calen
t(ndolo a 1000C por 10 minutos y ponerlo in
medlatamente en hielo. 

Agregar la soluci6n amortiguadora de pre
hibridacl6n contenlendo el Herring sperm DNA 
desnaturalizado a la bolsa. 

blen y sellar evitando dejar burbujas
de aire en la bolsa. Incubar a 42°C en baho 
marfa durante 2 a 4 horas. 

Soluci6n amortiguadora de pre-hibridaci6n 

Solucl6n stock x 10 ml Conc. final 

Formamlda 5 ml 50% 

SSC 20X 2,5 ml 5X 

Denhardt's 
solution 50X 1 ml 5X 

Fosfatode 
sodio 1M pH 6,5 250 ul 25 mM 

H20 0,75 ml 

Herring sperm 
DNA* (10 mg/ml) 0.5 ml 0,5 mg/ml 

*Desnaturalizar Inmedlatamente antes de 
usar, luego afiadir a los otros componentes 
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4. Hidridacl6n 

Cortar una esqulna de la bolsa y retirar la
solucl6n amortiguadora de pre-hlbrldacl6n. 

Desnaturalizar el Herting sperm DNA y la 
sonda calentando a 1000C por 10 mlnutos y 
ponlendo Inmedlatamente en hlelo. 

Agregar la solucl6n amortiguadora do 
hlbrldac16n a la bolsa, mezclar bien y sellar. 
Incubar toda la noche en bafio marfa a 420C. 

Al dia sigulnte retirar la bolsa, cortar una 
esquina y rotirar la solucln amortiguadora do 

puede ar reutilnzada sl so guarda a -200C.ora 

Solucl6n amortiguadora do Hibridaci6n 

Solucl6n stock x 10 ml Conc. final 

Formamlda 4,5 ml 45% 

SSC 20X 2,5 ml 5X 

Denhardt's 
solution OX 200 ut Ix 

Fosfato do 
sodlo 1 M pH 6,5 200 ut 20 mM 

Sulfato de 
dextran al 50% 1ml 5% 

H20 1,3 ml 

Herring sperm 
DNA* 10 mg/ml 100 ul 0,2 mg/ml 

Sonda* 

*snarluego afr amedlatmontsoun 
usar, luego aiaadlr a los otros componentos 

5. Lavado 
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Los pasos de lavado se hacen en una bandeja 
plstlca y utilizando un agltador rotatorlo.Ver la
tabla al final de la pdglna para la preparacl6n de
las soluclones amortiguadoras necesarla. 

(*Calentar previamente la solucl6n amor
tiguadora N03 a 500.) 

0. Bloqueo y visualizaci6n 

Ver la tabla de la pdglna sigulente para la 
preparacl6n de las soluctones amortiguadoras 
necesarlas en cada una de las otapas. (** 
Calentar previamente la solucl6n amortiguadom N05 a 60°C. *** Disolver separada
mente en 100 ul de n-n-Dimetilformamlda 

[DMF] y agregar a la solucl6n en un recipiente 
cublerto con papol alumlnlo. La reaccl6n 
coloreada de desarrolllo tiene que Ilevarse a 
cabo tambldn en un reciplente con tapa oscura. 
CUIDADO, el n-n- dmeti/formamida es alta
mente t6xlco; utIlizarguantes on todo momento 
m/entras es man/pulado.) 
7. Preparacl6n do soluclones requeridas 
para el NASH no radlactivo 

a) SSC 20X (1 litro) 
175,32 gdo NaC (3M) 

88,23 gdo citrato de sodlo dihldratado (0,3M) 
Dtsolver los reactivos en 800 ml de agua des

tllada. Correglr el pH a 7,0 con NaOH con
centrado. Llevar el volumen a 1 lltro. Si es 
necesarlo, esterilizar en una autoclave. 

b) Denhardt's solution 5OX 

Ficoll al 1% 
Poilvlpirrolidona al 1% 

BSA (Pentax fraction V) al 1% 

Dlsolver en agua destilada y filtrar uttllzandofiltro Nalgene. Dividlr en alfcuotas y guardar 
a -200C. 

c) Herring sperm DNA (10 mg/ml) 
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Disolver 1g de Herring sperm DNA en 100 ml 
deagua destilada est6ril. Disolver a 40Cdurante d) Formamida desionizada
toda la noche utilizando un agftador magndtico. Mezclar 200 ml de formamida y 7 gde "mixed-

Pasar la solucl6n de Herring sperm DNA a bed, Ion-exchange resin" (Blo-Rad AG 501 -X8, 
trav6s de una jeringa limpla de 4 a 5 veces con 20-50 mesh) en un beaker. Agitar con un mag
fuerza para poder romper el DNA. Incubar en neto durante 1 6 2 horas a temperatura am
baflo marfa a 1000C por 10 minutos y poner blente. Filtrar a travis do papel filtro Whatman 
inmediatamente en hielo. Dividir en alfcuotas y N°I.Repetir esta operacl6n con 7 g ms y flitrar. 
guardar en tubos est6rlies a -200C. Dividir en alfcuotas y guardar a -200C. 

Soluci6n Tiempo Temp. Cantidad Cantidad Conc. final Stock Cantidad 
por lavado requorida do compo- requerida 

nentes do corn
ponentes 

Lavado 

N°I 2x5' amb. 250 ml 500 ml SSC 2X 20X 50 ml 

N02 2x5' amb. 250 ml 500 ml 
SDS 0,1%
SSC 0,2X 

20% 
20X 

2,5 ml 
5 ml 

N03 2x15' 500C* 250 ml 500 ml 
SDS 0,1% 
SSC 0,16X 

20% 
20X 

2.5 ml 
4 ml 

N04 3' amb. 200 ml 200 ml 
SDS0,1% 
SSC 2X 

20% 
20X 

2,5 ml 
20 ml 

Bloqueo 

N05 600 ml Tris-HCI 
0,1M pH 7,5 2M 30 ml 

N06 lh 600C** 100 ml 100 ml 
NaCI 0,1 
Soluci6n NO5 

SM 18 ml 

BSA 3% 3 g 

Visualizaci6n 

N07 20' amb. 10 ml Solucl6n NO5 

N08 
N09 

2x15' 
10' 

amb. 
amb. 

250 ml 
200 ml 200 ml 

SA-AP 1:1000 
Solucl6n N05 
Trls-HCI 1M 

10 ul 

20 ml 
0,1M pH 9,5 
NaCI 0,1M 5M 4 ml 

N0 10 30'-2h amb. 30 ml 
MgCI2 0,05M 
Soluci6n N09 

1M 

NBT *6 mg 

N01 1 2x5' amb. 200 ml 
BCIP 
agua destilada 

3 mg 
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e) SOS 20% 
Disolver 20 gde "electrophoresls-grade SDS" 

en 90 ml de agua destllada. Calentar a 68°C 
para facilitar la disolucl6n. Corregir el 9H a 7,2 
con HCI concentrado. Uevar el volumen a 100 
ml No so neceslta esterilizar. 

f) Yeast transfer-RNA (20 mg/ml) 

Pesar 0,25 g de tRNA y resuspender en 10 ml 
de agua destilada est6ril. Afladir 5 ml de fenol 
saturado (1/2 vol) y 5 ml de cloroformo (1/2 vol).
Mezclar blen en un agftador de tubos y separar
las fases centrifugando. Recolectar el 
sobrenadante y repetir la extraccl6n con fenol 
y clororformo 2veces mis. Extraer una vez con 
10 ml de cloroformo y pasa el sobrenadante a 
un tubo nuevo. Agregar 1 ml de acetato de
sodlo 3M pH 5,2 (1/10 vol) y 25 ml de etanol (2
1/2 vol). Preclpltartoda la noche y centrifugara
10 000 rpm durante 15 mlnutos. Secar el pellet 
al vacfo y resuspender en 12 ml do agua destilada estdrll 6 TioEi estdrll. 

Disolver 2,46 gde CH3COO.Na (PM 82,03) en 
10 ml finales de ddH20 y coregir el pH a 5,2
agregando lentamente CH3COOH. Esterilizar 
en autoclave. 

h) Acetato de potaslo 7,5M 

Disolver 5,78 g en 10 ml de agua destilada y 

esterlizar por flltracl6n. 

1)Sulfato de dextran 50% 

Dlsolver 50 g en agua destilada, Ilevar el 
volumen a 100 ml. Para disolver completa
mente, calentar on bao maria a 60-700 C. La 
solucl6n es muy densa. Almacenar a -200C. 

j) Fosfato de sodlo 1MpH 6.5 
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Preparar fosfato de sodlo monob~sico(NaH2PO4) IM, disolver 13,79 g en 100 ml de
 
agua destilada. El pH es aproximadamente 4,2.
 

Preparar fosfato de sofio dlb~slco (Na2HPO4)

1M, dlsolver 14,19 g en 100 ml de agua des
tilda. El pH as -proXImadamente 9,15.
 

Mezclar las dos soluclones en relacl6n apro
xlmada de 1:1 hasta obtener un pH final de 6,5.
 

k)Soluclones stock 

NaCI 5M: disolver 29,2 g en 100 ml de agua

destiladayautoclavar.
 

MgCI2 IM: dlsolver 20,3 g en 100 ml de agus
 
destlIada y autoclavar.
 

Trls-HCI 2M pH 7,5: dlsolver 26,2 g en 80 ml
 
de dH20 y Ilevar a un pH de 7,5 con HCI
 
concentrado. Completar a 100 ml y autoclavar.
 

Trls-HCI 1M pH 9,5: disolver 12,1 g en 80 ml
 
de dH20 y Ilevar a un pH de 9,5 con HOI
concentrado. Completar el volumen a 100 ml y

autoclavar.
 

I)Soluciones requeridas 

Marcaje: Kit (BRL), nucle6tldo (BRL), SDS 5% 
(diluir stock 20%), Yeast tRNA (20 mg/ml),acetato de amonlo 7,5M, etanol absoluto, SSC 
5X (diluir SSC 20X y autoclavar), acetato desodlo 3M pH 5,2. 

Pre-hlbridaci6n e hibridacl6n: formamida,SSC 20X, Denhardt's solution 50X, Herring 
sperm DNA (10 mg/ml), fosfato de sodlo 1MpH6,5, sulfato de dextran 50%. 

Lavado: SSC 20X, SS 20%, Tween-20. 

Bloqueo: Tris-HCI 2M pH 7,5, NaCI 5M, BSA,SA-AP, Tris-HCI 1M pH 9,5, MgCI2 1M, NBT, 
BCIP, n-n-dimetilformamlda. 
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8. Praparcl6n do fenol saturado 

Precaucl6n: Trabajar bajo una campana ex-
tractora. Usar guantes gruesos, lentes espe-
c/ales y una mascarila. El fenol puede causar 
quemaduras y es muy t6xlco cuando se rcallza 
/a mezcla. 

a) Apartir del fenol Ifquldo: 

Agregar 0,1% de 8-hidroxlquinolina y 10% do 
m-cresol on el fenol Ifquido. Agitar 1 hora. Para 
estabilizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados 
(agregar la soluci6n amortiguadora, mezclar, 
esperar separacl6n de fases y ellminar la 
soluci6n) con solucl6n amortiguadora Tris-HCI 
1M pH 8,0, luego con 0,1M Trls-HCI pH 8,0 
hasta quo el pH de la solucl6n de fenol sea 
mayor quo 7,6. 

Para preparar la soluci6n amortiguadora TrI3-
HCI iM pH 8,0, disolver 121,1 gde Tris en 800 
mldeaguadestilada.AjustarelpHa8,0utilzan-
do HCI 0,1N (aproxirnadamente 29 ml) y 
agregar agua destilada hasta liegar a un 
volumen final de 1 000 ml. Esterilizar en 
autoclave, 

b) Apartir del fenol cristalizado (pam 500 g): 

Agregar 140 ml de agua destilada directa-
mente a la botOella quo contiene fenol. Una vez 
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1 
hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxlquinolina y 
agitar 1 hora mis. Dejar a temperatura am-
blente toda la noche. 

Ai d(a siguiente estabilizar el pH como en el 
caso del fenol Ifquido. Almacenar a 4°C en 
botellas de vidrio do color ambar. En estas 
condiclones el fenol saturado es estable por 
uno o dos meses. 
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1I 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

4.0 MICROSCOPIA 

Fasclculo 4.1 Microscopia Electr6nica 

FUNDAMENTOS 

En 1872, Ernest Abbe respondi6 el dilema del 
por qu6 un microscoplo de luz, aun con la 
6ptlca mls fina, es Incapaz de superar la 
resolucl6n de 0,2 urn. Se debfa a la llmftaci6n 
que tiene la longitud de onda de la luz (lambda), 
pues la resolucl6n se define como: 

donde NA es la abertura num~dca de la lente 
obJetivo. 

lambda x NA 
2 

De acuerdo con ello, s6lo se podrfa aumentar 
la'resolucl6n sI se dlsmlnuyera lambda. 

Ese pensamlento fue reallzado 65 aflos ms 
tarde por Ernest Ruska, en 1934, cuando 
present6 su primer microscoplo electr6nlco, 
utilizando un haz de electrones en vez de luz y 
electrolmanes como lentes. As( a 100 000 vol-
tios lambda es de aproximadamente 0,05 
angstroms (A)lo que permitl6 superar el lfmlte 
que habfa sefalado Abbe. 

El primer microscoplo electr6nlco (ME) co-
mercial, diseiado por Ruska, fue lanzado al 
mercado por Siemens en 1939. Por esa raz6n, 
Ruska es considerado como el padre de la 
mlcroscopl'a electr6nlca. 

Febrero, 1993 

Mlcroscoplo electr6nico de alta resolucl6n 
(JEM-100U). 

Fundamentalmente existen dos tipos de 
mlcroscoplos electr6nicos: el de transmlsl6n 
(MET) y el de rastreo (MER). El primero se 
puede comparar con un microscoplo de luz
(ML) y el segundo con un microscoplo 
estereosc6pico o de diseccl6n. El MET utiliza 
los eectrones transmltldos, es declr, aquellos 

que logran atravesar el esp6cimen. Obvlamentela muestra debe ser muy delgada. La Imagen 
obtenida, al menos medlante los m6todos con
vencionales, es plana. 

Mlcroscopta 4.1-pag.1 
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El MER utiliza los electrones dispersados a 
partlr de la superficle de la muestra, ya sean 
secundarios o retrodispersos, y la imagen ob-
tenida es de tipo tridimenslonal. 

1. Interaccl6n entro el haz do electrones y 

Is muestra 

Cuando los electrones de una energfa deter-
minada inciden sobre una substancla, 6stos 
son derIvados como electrones transmitidos, 
electrones retrodispersos (electrones 
refiejados) y electrones absorbldos (absorcl6n) 
medlante una interaccl6n con los Stomos de 
dIcha substancla. Los electrones transmitldos 
pueden ser clasificados en tres tipos: 

a) electrones transmjtldos (onda transmltida), 
los cuales pasan a trv66s del esp6clmen con un 
pequeiio camblo de direccl6n ode longitud de 
onda, 

b) electrones dlspersados eldsticos (ondas 
dispersadas elsticas), los cuales reclben un 
camblo direccional debido a collsiones. 
at6mlcas pero retlenen su energla, y, 

c) electrones dispersados Inel~sticos (ondas 
dispersadas Inelsticas), los cuales reciben un 
camblo do dlreccl6n y una p6rdlda parcial do 
energ"a. 

Los electrones dispersados el~stlcos pueden 
ser divididos en dos tipos: 

a)electrones coherentes (electrones do 
reflexl6n do Bragg), los cuales pasan a trav6s 

Interaccl6n entre e haz de electrones y la 
muestra. Los electrones que Inciden en el es-
p~clmen son derivados en electrones trans-
mitidos, electrones dlspersados Inelstlcos y 
electrones dispersados el~stlcos. Estos 6l1ti-
mos pueden ser coherentes o Incoherentes, de 
acuordo a la estructura de la muestra. 
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de una substancla que tlene un ordenamlento 
regular en su estructura at6mica, y, 

b)electrones Incoherentes, los cuales pasan 
a trav6s de una substancla que tiene un or
denamlento irregular. 

El contraste de las im~genes en el micros
coplo electr6nlco de transmisi6n estA rela
clonado con la tasa de electrones transmitldos 
entre los electrones dispersados elstlcos. 

2. Contraste y Formac16n do la Imagen 

-


.
 

Comparacl6n entre un microocoplo de luz y 
uno electr6nlco. En cada uno, la Ilumlnacl6n de 
la fuente (16mpara, fliamento en el caflcn 
electr6nlco) se enfoca medlante la lente con
densadora hacla el espdcimen. Una primera 
imagen es formada por la lente objetivo. La 
Imagen es luego magniflcada por la lente 
proyectora sobre una pantalla de vldrlo (luz) o 
sobre una pantalla fluorescente (electrones). 
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En microscopfa 6ptlca, el contraste de la Ima-
gen esth determinado por la diferencla en el 
coeficlente de absorcl6n entre diferente3 por-
clones del esp6cimen, y, parclalmente, por la 
diferencla en la reflectividad. Sin embargo, en 
microscopfa electr6nlca, el contraste de la ima-
gen esti determinado por el contraste do 
absorcl6n dispersada, el contraste de 
difraccl6n y el contraste de fase. 

Dlag-ma do rayos del MET: F: flamento; C_: 
lente condensadors 1; C2: lente conden- sadora 
2; CA: abertura del condensador; S: esp6cimen;
0: lente objetivo; OA: abertura del objetivo; SA: 
primera Imagen intermedla; PI: lente 
Intermedla; 12: segunda Imagen In- termedla; 
P2: lente proyectora; FC: Imagen final on la 
pantalla fluorescente. 
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Si el esp~cimen es una sustancla amorfa, los 
electrones dispersados por 61 son capturados 
por la abertura, la cuai est6 localizada cerca del 
piano focal posterior de la lente objetivo; de 
este modo, so genera el contraste de absorcl6n 
dispersada. La abortura do la lente es de 
tamahio muy pequeflo (varlas deconas de 
micr6metros) para minimlzar la aberraci6n 
esf6rica. Por consigulente, sl la dispersi6n es 
grande (especialmente la dispersl6n elIstlca 
Incoherente), muchos de los electrones disper
sados obstruirfan la abertura y so formarla una 
porcl6n oscura en la Imagen. La extensi6n de 
la dlspersl6n do los electrones es proporcional 
al grosor de [a masa del esp6clmen. De este 
modo, el contraste de absorcl6n dispersada 
provee lnformacl6n concerniente a ia existencla 
y a la conflguracl6n del objeto. 

3. Perfil do la Estructura y Funcl6n del MET 

El uso bslco del microscopio electr6nico es 
la observacl6n de Im~genes de alta resoluci6n 
y aita magnlficacl6n. lm~genes de alta calidad 
superior pueden ser obtenidas f~cilmente 

Corte transversal de una lente objetivo. El 
espdclmen se ublca en S. Las aberturas del 
objetlvo se ubican en la varilla E y so ajustan 
con la perilla de control F. Los canales de 
enfrlamlento de agua G se ublcan sobre la 
esplral de la lente. C es un circulto pesado de 
acero y XX el eje de la lente. 
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dentro de un ampllo rango do magniflcacl6n, 
desde magnIficaclones extremadamente bajas 
hasta magnificaclones ultra altas que pueden 
alcanzar el nivel do obsorvacl6n at6mica. 

Con el empleo de un slstema de formacl6n de 
Imdgenes do 6 lentos electromagn6ticas se 
pueden obtener Imdgenes do alta calldad, 
ampilo campo visual, minlma dlstorsl6n do Ira-
gen y alto contraste. Auna magnlflcacl6n 50x, 
un campo visual de 2mm de dlmetro puedo ser 
observado ln distorsl6n do la Imagen. AdenAs, 
al so usa Lr,a lente objetivo con plez&s polares 
do alta resolucl6n es posible obtener una 
resolucl6n entre Ifnea y Ifnea de 0,14 nm. 

Comparacl6n entre una iente de vidaO y una 
lento magn6tlca. Cada lente farma una Ima- gon 
I del objeto 0, de tal manera que la for- macl6n 
geomdtdca do la Imarien es id6ntica; sin 
embargo, los electrones describen una 
trayectorla en esplral sobre el eje do la lente 
mlentras pasan a trav6s del campo magn6- tico 
formado entre los polos P1 y P2. 

En prlnclplo se pueden usar lentes elec-
trosthtlcas o magn6ticas para enfocar un haz 
de electrones, pero en la prctlca se emplean 
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lentes magn6tlcas que poseen menores defec
tos que las lentes electrost~tlcas. El campo 
magn6tico requerido para formar una lente 
electr6nlca es un fuerte campo axial localizado 
en la dlreccl6n del haz de electrones. La figura 
de un haz de electrones es exactamento 
anloga ala de un haz do luz pasando a trav~s 
de una lente convergente, excepto quo los 
electrones viaJan haclendo un recorrido 
hellcoldal trav6s de la lente.Este movimlentode 
rotacl6n adiclonal es una caracterstica do las 
lentes magn6tlcas. 

El mlcroscoplo electr6nlco est6 compuesto 
por una columna, la cual esenclalmente con
tiene un sistema do lentes electr6nicas, un sis
tema de suminlstro do energfa eldctrca, quo se 
utillza para la aceleracl6n de voltaJe do los 
electrones y la excitacl6n do las lentes, un sis
tema de control de clrcuitos, que controla tales 
flujos do energfa, yun slstema do evacuacl6n 
que provee de una vfa do vacfo alos electrones. 

El sistema do Ilumlnacl6n comprende parte 
do la columna que va desde el cafl6n de 

Corte transversal del ensamblaje doble de 
lentes condensadoras. La lente superior es el 
condenador 1 con abertura flja; la lente 
Inferior es el condensador 2 con abertura 
ajustable. Los polos esthn indicados por P1 y 
P2, y el espaclador no magn6tico por NS. 
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Funclonamlento de la abortura del objetivo OA 
detenlendo electrones dlspersados del 
esp6cimen S en frente de la lente objetlvo 0; 
alfa es la abertura semi-angular de la lente. 

electrones hasta las lentes condensadoras, las 
cuales reinen a los electronos acelerados en 
haces muy flnos de rayos paralelos y los dlrlgen 
acertadamente hasta la superficle del 
esp6clmen que quedar6 Iluminado. La porcl6n 
que so extiende a partlr do la lente objetivo 
hasta la segunda lente proyectora so llama "s!s-
ternado lentes de la Imagen", en el cual el objeto 
es enfocado por la lente objetivo mlentras que 
la Imagen produclda es magniflcada masiva-
mente por las lentes Intermedlas y m.s fina
mente por la primera y segunda lente 
proyectora. Las lentes condensadora y objetivo 
estdn cada una provistas do aberturas movIbles 
con didmetros en el rango de 0,1-1 mm y de 
0,01-0,1 mm, respectlvamente. 

Fllamento estindar do tlpo horqullla; alam- bre 
uniforme do tungsteno en forma de V. 
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El caf16n electr6nlco tiene los mismos prin
ciplos de operacl6n que un trfodo directo de 
tipo callente. El cdtodo consiste en un filamento 
de tungsteno en forma de V,el cual se callenta 
hasta 26000K para generar termo-lones. Entre 
6ste y el Anodo, se aplIca una aceleracl6n de 
voltaje para que se efecttle el salto y la 

Rejilla para especfmenes. 

aceleracl6n do los electrones. Una "capucha", 
Ilamada tubo do Wehnelt, estA ubicada entre el 
filamento y el 6nodo, y slrve no s6lo para Im
pedlr que los electrones se dispersen sino 
tambl6n para controlar su Intensldad. La gran 
mayorfa de los microscoplos electr6nicos 
operan en el rango de voltaje de 25-200 Kv. 
Unos pocos estn operando a 1000 Kv o m~s. 

El esp6cimen generalmente se mcnta sobre 
una rejilla (usualmente de cobre) electrofor
mada de 3 mm do didmetro. Esta se conoce 
como rejlla porta-esp6clmen. La rejilla puede 
toner una varledad de dlsefios. Se obtlene 
mejor resolucl6n sl la rejilla es colocada entre 
el espacio que hay entre las plezas polares de 
la lente objetivo. 

Debajo del sistema proyector se ubica la 
c~mara de observacl6n, la cual Incorpora la 
pantalla fluoresconte sobre la cual la imagen es 
recl6n visible al oJo humano. Para obtener un 
registro permanente de la Imagen se ha Intro-

Do = d 
alfa 

ducido material fotogrdfico en el microscopo 
para exposlclones dlrectas con el haz do 
electrones. 

Mlcrosoopfa 4.1-pag.5 

Isv
 



Centro Internaclonal do Ia Papa (CIP) 

Una caracterfstica que ocasiona alguna 
sorpresa al principlo, es que el material 

Di = x d 
alfa 

fotogrfico (placas) so ubicafrecuentemente en 
un piano varlos centimetros alejado do la pan
talla fluorescente, que os donde la Imagen estA 
enfocada. Esto es posible debido a la extensa 
profundidad do campo del mlcroscoplo elec-
tr6nlco, quo so incrementa a modida quo so 
utillizan aberturas de menor didmetro on la lente 
obJetivo. 

Para una resolucl6n do la Imagen do d y una 
abertura de objetivo aifs, la profundidad de 
campo an el piano del objeto os Do: 

Cuando esta profundidad de campo se reflere 
al piano de la Imagen so le conoce coma 
profundidad de foco. 

Par una magnlflcacl6n total M, la profun-
didad de foco Di serfa muy grande debido a: 

SI M = 10 000x; d = 1,5 nm; alfa = 0,01 rad; 
entonces, Di = 50 m. Par Iotanto, es intracen-
dento quo la pantalla fluorescente y la c~mara 
est6n on (; erentes planos, ya quo su 
separacl6n es Insignificante comparada con la 
profundidad do foco. 

En general, ya quo la placa fotogrflca estA 
perdebajo de la pantalla, la magniflcacl6n de la 

pantalla debe ser 20% menos quo la 
magnfflcac16n Indicada. 

La magnfficac16n de la Imagen final Mt es el 
productc,de las magnificaciones de las lentes 
indlviduales, coma: 

Mt + Mo x M1 x M2 

donde Mo es la magnificacl6n do la lente 
obJetivo, MI os la magnificacl6n do la primera 
lente proyectora (tambl6n Ilamada algunas ve
ces lente Intermedla) y M2 os la magniflcaci6n 
do la segunda lente proyectora. Valores trplcos 
de estas magnifiaclones serlan: 

Mo= 50x
M1 = 16X 
M2 = 250x 
par Iotanto, Mt = 200 OOOx 
Seutl Izan, adem, espec(mrnes estdndares 

pars medir la magnflcacl6n. Estos pueden ser 
r6pllcas do rejIlas de dlfraccl6n 6ptica quo 
tienen espaclos entre lnea y Ifnea de 1um 6 0,5 
um. Estas r6pllcas son ampllamente usadas 
para magnlficaclones no mayores de 50 OOx. 
Para altas magnlficaciones so utilizan rejillas 
cristallnas de dlstanclas conocidas entre Ifneas, 
comoporejemplo, do126 nm (phtaloclanlnade 
cobra, etc.). Cuando estos especfmenes son 
fotograflados y cuando la distancla dmm entre 
ifneas es medlda a partir del negativo revelado 
y el espacio do larejllla conocido es do nm, la 

Profundidad de campo. Los objetos 01 y 02 estdn separados par el I'mlte de resoluci6n d do las 
lentes. Los rayos desde esos puntos atravlezan al eje en A y B. Entonces, los puntos entre A y B 
aparecerdn Igualmente definidos,y AB os la profundidad de campo Do do [a lento pars una abertura 
semi-angular alfa. 
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magniflcacl6n alcanzada por el Instrumento d = 0,34 nm (lattice resolution") 
serfa de: 

entonces, M = 294 118x, esto significa que
d no se podrfa observar distanclas tan pequefias 

do 

Por ejemplo, si se utiliza una "Une Grating
 
3epllca" que se conoce tlene 2 160 lfneas/mm
 
y se toma una fotograffa a una magniflcaci6n , *
 
nominal de 20 000x, entonces la magnflcacl6n
 
calibrada serfa: 

d = 9,3 mm 

do= 462,9 nm 

Magnlflcaci6n callbrada = 20 090x 

Paraaveriguar el poder de resolufi6n, la ima
gen observada debe ser fotograflada a una 
Ilgera baja magnlflcac16n para luego ser 
ampliflcada. Ya que las fotograffas obtenidas Ultramicr6tomo "Cambridge Huxley Mark 2". 
con un microscoplo electr6nlco tienen una 
resolucl6n d2 de aproximadamente 20 urn en (0,34nm) debldo a que el modelo JEM 1OOS 
buenas condiclones, el aumento de solamente tiene un poder de magnificacl6n de 
magnlftcaci6n requerida Ml por la resoluci6n 200 000x. Sin embargo, esta limitaci6n se 
es 5x, el cual se calcula con la sigulente puede superar utilizando los binoculares qua 
ecuacl6n: pueden amplificar la imagen por 10 veces rmAs, 

es decir que se puede obt iier una 
M1 = dl/d2 magniflcacl6n mdxima de 2 000 000x con el 

JEM100S. 
donde, dl es el poder de resolucl6n del olo 

(aproximadamente 0,1 mm). 

Pero si se desea determinar el poder de I 
resaluci6n d de la imagen a simple vista par la 
c imara sode observacl6n, debe lograr una 
adecuada magnificaci6n si el microscopio 
electr6nico lo permite; por ejemplo, en un JEOL
 
JEM1OOS, que tiene un poder de resolucl6n de ;, "
 
0,34nm, la minima magnfflcac16n efectiva M
 
estddeterminada porel poderde resolucl6n del . .
 
ojo del observador dl (aproxlmadamerte, 0,1- Cuchilla de vidrio para el ultramicr6tomo.
 
0,2mm). 

ULTRAMICROTOMIA 
sI M = dud 

La ultramlcrotomfa es una t6cnica muy espe
dl = 0,1mm cial que tiene como objetivo la produccl6n de 
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secclones ultrafinas (25 a 90 nm) de materales 
blol6glcos flJados, deshldratados e Incluldos, 
medlante mlcr6tomos especlales (de avance 
t~rmlco omecnco) ycuchillas de vl do o de 
dlamante de filos muy agudos y fuerze-. El 
prmermodelofuediseiadoporlvanSorvallen 
1953 y se conoce con el nombre de Sorvall-
MT1. Una casa suecafabrica aescalacomerclal 
ultramicrotomos con avance t6rmlco Ilamados 
"Utratome". 

Las cuchlllas de viddo se fabrlcan secclonan- 
do un vidrio especial, de tal manera que se 
obtenga un borde afilado cartante. La casa 
sueca ha desarrollado una ndqulna para hacer 
cuchillas. Los filos de las cuchillas no deben 
tocarso ni rozarse y deben descartar,. cuando 
ya no cortan satlsfactorlamente. 

La obtencl6n de secciones ultrafinas 
medlante microtomfa es la m~s Importante 
entre las t6cnlcas de mlcroscopfa electr6nlca. 
Las caracterfsticas 6ptlmas de una seccl6n 
ultrafina son: 

a)Espesor do corte de 30 a60 nm. 
b) Conslstencla suficlente pare soportar el 

haz do electrones. 
c) Susceptible al buen contraste por afinidad 

con los tintes. 

Los cortes finos deben flotar en agua detr~s 
del borde afliado de la cuchllla conforme van 
obtenl6ndose; de este modo, s puede conocer 
su espesor medlante la observacl6n del color 
de Interferencla (quo es el reflejo do una luz 
fluorescente blanca que ilumina el Area do los 
cortes) y pueden sor recogldas con facilidad. 

Los cortes de mayor utilidad para estudlos 
ultraestructurales son los grises (25 a60 nm) y 
los plateados (60 a 90 nm). Estos se montan 
sobre rejillas de ;uobre de 200 mesh sin 
membrana do soporte; pero so deben utilizar 
membranas pltsticas cuando las rejillas son 
menores de 200 mosh. 
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TINCION 

En mlcroscopfa electr6nlca, los especrmenes 
son telildos para incrementar el contraste y 
tambln para facilitar los estudlos cltoqufmlcos. 
El aumento en el contraste se obtlene 
depositando dtomos de alto nimero at6rnico 
en los componentes orgdnlcos de la materla. 

Existen varlos m~todos para tlncl6n en 
mlcroscopfa electr6nlca: 

a) el dcido fosfotingstlco de Wohlfarth y Bot
tern.an (1956), 

b)el acetato de uranllo do Watson (1968), y, 
c) el citrato de piomo o pH alto de Reynolds 

(1963). 

1.Preparacl6n yUso del tnto do citrato do 
plomo para secclones do tejldo 

So/uci6n 1: Pesar 3 g de cltrato de plomo y 
transferir a un porno de 30 a 50 ml de capa
cidad. AMadlr 30 ml de NaOH 1 N. Agltar blen y 
dejar reposar por 1 hora. 

So/uc/6n 2: Preparar 30 ml de NaOH 0,05N. 

Soluci6n Tinte: Centrifugar la solucl6n 1 
durante 5 minutos a 2 000g. Diluir el 
sobrenadante 1:5 6 1:10 con la soluci6n 2. 
Utilizar Inmedlatamente pare tefilr las reJillas. 

La tincl6n de las secciones do tejidos debe 
realizarse en un medlo con una atm6sfera libre 
de di6xido do carbono, ya quo 6ste reacclona 
con el plomo. El procedimlento es el sigulente: 

a) Preparar una placa Petri con cera quo 
tenga un hoyo aproplado para colocar "pellets" 
de NaOH. Afadlr 5 pellets de NaOH al hoyo 
central (esto funclona como una trampa pare 
atrapar el di6xido de carbono). 

b) Para cada rejllla (m xlmo 10 por vez) 
colocar en la superficle de la cora 1 gota de 

agua destilada y1gota de la solucl6n del tinte. 
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c) Poner las reJlllas sobre las gotas de agua 
durante 30 segundos y luego en el tinte durante 
5 mlnutos. 

d) Retirar las rejillas, lavar Inrnedlatamente 
con 10 6 20 gotas de agua, secar y examinar en 
el microscoplo electr6nico. 

2. Tintes usados en microscopia
 
electr6nica para Virus 


La tinc16n negativa fue apllcada por prlmera 
vez por Hall en 1955 para tehiirvirus. Estostintes 
se utllizan para tInclones negativas, es decir, 
quo los metales del tinte se depositan alrededor 
do las particulas vlrales de tal forma que 
delinean el contorno del virus volvi~ndolo 
electrodenso; en cambio, toda el trea de la 
particula de virus es transl clda a los elec-
trones. 

Cuando el tinte penetra la cdpside viral hasta 
el centro del virus, se produce una tincl6n 
positiva, en la cual toda la partfcula es 
electrodensa, y su contomo es translhcido a los 
electrones. 

Pars una aproplada tlncl6n negatlva, el 
material blol6glco debe cumplir con clertos re-
querimlentos: sus constituyentes tienen que 
estarlibres en la suspensi6n ysusdlAmetros no 
deben ser menoresde5 nm; se debe utilizaruna 
concentracl6n mfnlma de material; el material 
no debe interactuar con los tintes y debe tener 
una afinidad por la membrana de soporte; y, la 
preparacl6n debe estar libre de detergentes. 

So asume que una solucl6n do sales 
met6JIcas es capaz de ocupar las reglones 
hldratadas dentro y alrededor del objeto. 

a) Acido Fosfott~ngstlco (PTA) 

Normalmentesousaal 1o2%dePTAenagua 
destilada (p/v). La solucl6n puede ajustarse al 
pH requerldo por la adlci6n (gota a gota) de 

NaOH 1N.El rango do pH usado es de 5,6,6,5, 
7 y 8. 

b) Molibdato do Amonlo 

Normalmonte se usa de 0,5 a 2% en agua 
destilada. Se puede ajustar con NaOH 1N entre 
el rango do pH de 6 a 8. 

c) Formiato de Uranico (UrF) 

Normalmente so usa do 1 a 2% en agua 
destilada. So debe preparar y usar fresco. La 
solucl6n es Inestable al calor o la luz de 
tungsteno. Es un tinte dcldo con pH 3. Sus 
mejores ventajas son alta resolucl6n y con
traste. 

d) Acetato de Uranilo (UAc) 

Normalmente se usa de 1 a 2% en agua 
destilada o al 4% en alcohol etflico al 50%. La 
solucl6n es Inestable al calor o a una luz de 
tungsteno. Es un tinte dcldo con pH 3.Propor
ciona alta resolucl6n y tlene mayor alto con
traste que el UrF. 

3. M6todoc para Tefiz* Prtifculas Virales 

Antes de teflir una muestra do virus es 
necesarlo disponer do rejIllas para mlcroscopta 
electr6rlca cublertas con membranais 
adecuadas. Se utilizan rejilias de cobre de 200, 
300 6 400 mesh, dependlendo del tamafio del 
objeto que va a ser esiudlado y do la clase de 
sustrato quo se va a usr como membrana de 
sopore. 

Comtnmente, se utilizan dos tipos de 
mebranas, do carb6n y plsticas ('formvar", 
"collodion", etc.). Las membranas de carb6n 
son superlores a las membranas plsticas 
debido a su mfnlmo grosor (1,5 a 2 nm), su 
pureza y su baja contribucl6n a la imgen. 
Desafortunadamente, son frecuentemente 
hidrof6blcas y su preparaci6n es muy costosa. 
Es por ello quo resulta m s prictico utilizar 
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membranas de plstico, que son de ffcil 
preparaci6n y menos costosas. 

Las membranas de "formvar" se preparan de 
la sigulente forma: 

En una solucl6n do fo;mvar al 0,8 - 1% (p/v) 
en clorolormo puro sumergir las placas porta
objeto de viddo. Dejar secar y raspar los bordes 
del slide con una hoja do afeltar o bisturf. 
Desprender la membrana sumerglendo la placa 
(on un dngulo de 450) en agua destilada. 
Colocar las rejillas Invertidas sobre la 
membrana cuidadosamente y levantarlas con 
ayuda de un papel. Dejar secar. 

Los m6todos para teAlr partfculas virales 
varfan de acuerdo a sl la preparacl6n es semi-
purificada o purificada, y normalmente so 
utilizan rejillas de carbon: 

a) Para preparaclones purificadas quo con-
tengan sucrosa o soluclones amortlguadoras 
contaminantes: 

Colocar una gota de bacitracina al 0,01% 
sobre el lado do la rejllla quo tiene la membrana 
de carb6n durante 15 segundos. Drenar y 
reemplazar la gota de bacitracina con una gota 
de Ia muestra durante 30 segundos. Drenar y 
secar. Luego, dejar flotando las rejillas sobre 6 
6 7 gotas do molibdato de amonlo al 2%pH 6 
a 7, sobre un Dapel parafinado. Dejar durante 3 
a 5 mlnutos, remover, secar y examinar. 

b) Para alta resolucl6n a partir de prepa-
raciones purificadas libres do contamInantes 
(purificaclones finales de virus libres do corn-
ponentes celulares): 

Colocar una gota de bacitracina al 0,01% 
sobre el lado de la rejilla quo tiene Iamembrana 
de carb6n durante 15 segundos. Lavar con 10 
a 15 gotas deacetato deamonlo 0,05M dejando 
una gota sobre la rejilla. Con un capilar do 10 ul 
diluIr el virus dentro do 1Igota. Sin drenar, lavar 
con 6 a 10 gotas do acetato de uranilo o for-
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mlato de uranilo al 2%. Drenar, secar y exa
minar. 

4. M6todos usados para examinar material 
fresco do hojas 

a) Mtodo "Epidermal Strip" 

Se toma una rejilla con la ayuda de pinzas y 
se coloca en la rejilla una gota de agua dos
tilada, soluci6n amortiguadora o PTA. Utilizan
do las puntas finas de una plnza, desprender 
plezas do epidermis de la hoja. Colocar las 
plezas sobre la gota de Irquldo y agitar suave
mente, tenlendo culdado de no romper la 
membrana de carb6n. Despuds de 30 segun
dos, remover las plezas de epidermis, drenar la 
gota con papel filtro, y sl no se ha utilizado tinte, 
lavar con 3 a 4 gotas del mismo. Drenar, secar 
y examinar al microscoplo electr6nlco. 

b) M6todo "Leaf Dip" 

Tomar una rejilla utilizando pinzas y colocar 
sobre ella una gota de agua destilada, solucl6n 
amortiguadora o PTA. De una hoJa, cortar un 
pedazo pecuerio de 1x 3 mm y tomarlo con 
otra plnza pLr un extremo. Tocar la gota con el 
borde cortado de la hoja 10 veces.Remover la 
hoja, drenar con un papal filtro y tehir sl es 
necesarlo. 

c) M6todo "Leaf Squash" 

Colocar sobre una I6mina portaobjeto una 
plza de hoja de 1 cm2 . Utilizar una segunda 
lamina, inclinada en 45 grados, para macerar la 
muestra. Adlclonaraigunas gotas do agua des
tilada, soluci6n amortiguadora o PTA sobre la 
muestra, y utilizando la segunda Idmina 
macerarel material completamente. Comprimir 
el macerado entre las dos Idminas hasta quo el 
Iquldo alcance uno de los bordes y escurrir una 
o dos gotas sobre un tubo de ensayo. DiluIr con 
el I(quido original hasta qua tome un colorverde 
p~lldo. Con' una pipeta pasteur tomar una 
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muestra ycolocar una gota sobre la reJlilla. Tefir varledad de componentes celularis, asu total
 
de la manera usual. solubilidad, tanto en fase acuosa como lIlpldlca,
 

yasu potente efecto Inhibldor de las reacclones
 
FIJACION enzlm~ticas. 

Solucl6n A* 50 ml acetato do urmnllo 100 mg

HCI 0,2N 2,7 ml acetato de veronal 0,28 M 10 ml
 
CaCI2.2H20 100 mg
 

*cacodlato de sodlo 0,2 M En la preparaci6n de los fijadores es
 
necesarlo Incorporar una solucl6n amor
tiguadora quo ayude amantener un pH cercano


En algunos casos es recomendable fljar el al flslol6gico del tejldo afijar. Los mds utilizados
 
material antes de teflirlo, porque se ha son: veronal acetato, fosfato de sodlo y

demostrado que durante el proceso de tlnci6n cacodlfato de sodlo.
 
negatlva puede producirse un efecto 1.Proparacln do soluclones
 
degradativo, especlalmente on las partfculas amortiguadoras

vlrales. Esto ocurre frecuentemente con los
 
gemlnivirus, los tenuivirus, los rhabdovlrus y a)Cacodilato de sodlo 0,1M pH 7,4
 

Soluc16n stock: Ahadir HCI 0,2N gota a gota a la soluci6n A
 
veronal de sodio 2,89 g hasta alcanzar un pH 7,4. Luego, Incrementar
 
CH3COO.Na 1,15 g el volumen de la solucl6n hasta 100 ml con agua
 
agua destilada 100 ml bldestllada. Disolver el dicloruro de calclo (2
 

hidrato) on la solucl6n. 
Solucl6n amortlguadora:


solucl6n stock 5ml b)Acetato de veronal 0,28M
 
aqua destllada 15 ml
 
;z1 0,1 N 5 ml* 2. Preparac16n do Soluciones Fijadoras 

*afadir gota agota hasta un pH de 5,1 a)Solucl6n fljadora de Kamovsky's 

algunos otros grupos virales. *En un ertenmeyer de 100 ml disolver 4g de 

Eparaformaldehldo on 50 ml de agua bldestilada.
En la actualidad so dispone de dos excelentes Elevar la temperatura a600C.Afiadir 1 gota de
tipos do fljadores para microscopla electr6nlca: NaOH 1 N hasta quo la solucl6n turbla se aclare.el glutaraldehdo y el tetra6xido de osmlo.EI Enfriar yflltrar. 

paraformaldehido al 8%* 12 ml 7 b)Solucl6n flJadora do acetato do uranilo
 
cacodllato de sodlo 0,1 M 33 ml
 
glutaraldeh(do al 70% 2ml c) Soiucl6n fijadora de tetra6xldo do osmlo
 

glutaraldehdo produce puentes transversales Preparar una foizcl6n de tetra6xldo de osmlo 
entre las protefnas ylas establliza. El tetra6xido al 1% ,An sdlucl6n amortiguadora cacodilato 
de osmlo os un fijador muy Otil para una post- 0,1 p;ri 7,4. 
fijacl6n debido a su reactividad con una gran 
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3. FiJacl6n del material 

En primer lugar se debe usar material fresco 
y la muestra (per eJemplo hojas) se puede 
colectar en bolsas plsticas para su 
procesamlento inmedlato. Esto slgnfflca que 
los especmenes blol6gicos so deben fljar In
medlatamenteenvales conla 8oluc6nfiadorE. 

a) Colocar la hoja humedecida en Karnovsky 
sobre la bolsa o una plancha de plstlco y cortar 
en pequeflos pedazos de 1 mm22. Colocar las 
plezas de hoja en vlales con el fijador y dejarlas 
1 hora a temperatura amblente. 

b) Colocar los viales a 50 Torr de vacfo por 30 

minutos y luego a presl6n atmosfdrica. 

c) Lavar con solucl6n amortiguadora 
cacodilato 0,1 M pH 7,4 reallzando 6 camblos 
do 10 minutos cada uno. 

d) Fijar par segunda vez con tetra6xldo de 
osmio al 1% en solucl6n amortiguadora 
cacodflato durante 1 hora. Hacedo en una cam-
pana extractora para evftar inhalar los gases del 
osmlo quo son muy t6xlcos. 

e) Lavar con solucl6n amortiguadora 
cacodllato 0,1M realizando 2 camblos de 5 
minutes cada uno y con solucl6n amor-
tiguadoraacetatodeveronal durante5 minutos. 

f) Fijar par tercera vez con acetato de uranilo 
al 1%en solucl6n amortiguadora acetato do 
veronal durante 1hora a temperatura amblente. 

g) Lavar con solucl6n amortiguadora acetata 
do veronal realizando 2 camblos do 5 minutas 
cada uno y con agua bkJestilada durante 5 
minutos. 

DESHIDRATACION 

Se deshidratan las muestras en una gradlente 
de acetona o etanol al 30, 50, 70, 80, y 90% 
durante 5 minutos cada vez, y luego en acetona 
o etanol al 96% 3 veces durante 5 minutos cada 
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vez. Finalmente se colocan en acetona o etanol 
a 100% 3 veces durante 10 mlnutos cada vez. 

SI se utiliza etanol, entonces se le reemplaza 
luego con otro agente deshidratante coma el 
6xido de propileno: 

-3:1* duranto 20 minutes. 
-2:2* durante 20 minutos. 
-1:3* durante 20 minutos. 
-Oxide de propileno pura durante 20 minutos. 
-Oxidode propileno puro durante 20 minutos. 

* proporcl6n etanol absoluto: 6xldo de pro
pUeno: 

INFILTRACION 

Se colocan los tejlidos para su inflltracl6n en 
las slgulentes mezclas de acetona y el medlo 
de Inclusl6n 6 de 6xido de propileno y el medlo 
de inclusl6n. 

Espreferibleutllzarresinasep6xlcascomoel 
medio de Spurr's (1969) que es una resina de 
baja viscosldad y de excepcional penetracl6n 
en todo tlpo de tejido: 

-Acetona : Spurr (3:1) durante 30 minutos. 
-Acetona: Spurr (1:1) durante 30 minutes. 
-Acetona: Spurr (1:2) durante 30 minutos. 
-Resina pura durante toda la noche. 
-Resina pura durante 1 hera. 

Di6xido do vinil ciclohexeno (ERL-4206) 
Eter dlgllcfdlco de propileno-glicol (DER-736) 
Anhldrido nonenilsuccfnlco (NSA) 
Dimetil aminoetanol (S-1) 

Cuando se utillza el 6xido do propileno coma 
deshidratante: 

-Oxido de propileno: Spurr (3:1) durante tada 
la noche. 

-Oxido do proplieno : Spurr (2:2) durante 2 
horas. 

-Oxida de propleno: Spurr (1:3) duranto 2 
horas. 
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-Resina pura durante 2 hoas. 
-Resina pura durante 2 horas. 

Incluir las muestras en cApsulas do gelatina 
secas o moldes pl~sticos con resina fresca. 

ERL-4206 10 ml
DER-736 6 ml
 

NSA 26 ml
 
S-1 0,4 ml 


Colocarlas en una estufa a 600C durante 24 a 
48 horas para su polimerizacl6n. 
Preparacl6n do la Mezcla do Spurr 

Las resinas de tipo "epoxi", casi no producen 
daho durante la pollmerIzacl6n. Forman puen
tes transversales que, una vez pollmerlzados, 
son insolubles en todos los solventes. Las 
resinas epoxi no se subliman cuando se Irradlan 
con electrones, proteglendo asf a las estruc-
turnas de la dlstorsl6n. 

La Inclusi6n de c6lulas ytejidos en pl~stico es 
un paso esenclal en microscopa electr6nica y 
nos permite manejar el tejido en un medio 
s6lido quo facilita la obtencl6n de secclones 
ultrafinas. 

El medlo do embebido Spurr, secompone do 
las sigulentes sustanclas: 

La mezcla tiene una vida do uso do 3 a 4 dlas. 
Es ficil de preparar si los componentes so 

mezclan en una sola probeta y son correcta
mente embebidos. Es deseable quo el 
catalizador (S-1) se agregue al final. El aire de 
la mezcla se puede ellminar en una campana 
do vaclo. 

Mezcle en una probeta graduada las sigulen
tes cantidades en ese mIsmo orden: 

REFERENCIAS 

AGAR, A.W., R.H. ALDERSON y D.CHENOE. 
1980. Principles and practice of electron micro
scope operation. Editado porAudrey M.Glavert 
(North-Holland Publishing Company). p. 345. 

SPIESS, E., H.P. ZIMMERMANN y H. 
UINSDORT. 1987. Negative staining of protein 
molecules and filaments. en Electron micros
copy in molecular biology. A practical ap
proach. EdItado porJ. Sommerville y U.Scheer. 
IRL PRESS Umited. pp. 147-150 

HERNANDEZ, F. 1987. Hlstorla do la 
microscopfa electr6nica. Los primeros micros
coplos electr6nicos. Rev. Cost. Cienc. Med., 
8(4): 199-202. 

REID, N. 1975. Ultramicrotomy. Practical 
methods In electron microscopy. Editado por
Audrey M. Glavert (North Holland /American 
Elsevier Publishing Co. pp. 213-253. 

Las Unidades T6cnlcas do Capacltacifn (11U), constituyen materlales Impresos de estudlos 
pars los profesionales Involucrados on actividades de capacftaci6n desarrolladas por el CIP y estA 
constituida por una serle de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 

Febroro, 1993 Mlcroscopra 4.1-pag.13 

/4 

http:4.1-pag.13


CS~O WWuIW fA LA POP^J~. CO 

UNIOAD TECNICA DE CAPACITACION 11 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

5.0 CONTROL 

Fasciculo 5.1 Estudio de Poblaciones de Afidos 

INTRODUCCION Muchas especles do Afldos transmiten virus 
de papa, pero el mayor daflo es causado por

Pocos Insectos transmiten virus de papa tan 
eficlentemente como los dftdos. Mientras se Myzus perslcae (fido verde del 
allmentan de la savia de las plantas de papa, melocotonero). Este Insecto, quo se encuentra 
estos insectos pueden Infectar un cultivo con en todo el mundo, es el principalvector del virus 
virus dafilnos como el virus del enrollamlento del enrollamlento de la hoja de papa ydel virus 
de las hojas de papa (PLRV), el virus del mo- Yde la papa. Mide aproximadamente 1,5 a2,5 
saico de la alfalfa ylos virus Y, Ay Mde la papa. mm do largo ytiene formas 6pteras yaladas. 

Es particularmente importante controlar la En la forma 6ptera, el cuerpo es ovolde y su 
diseminacl6n de los virus provenlentes de cabeza es notablemente Indentada. Este dfldo 
4fidos en los cultivos de papa destinados a la es generalmente de un color verde claro a casi 
producci6n do semilla. Los tuberculos-semilla transparente, pero tambldn puede ser de un 
Infectados por virus producen una baja den- rosado oscuro o do color de melocot6n. Sus 
sidad de plantas y menos tub6rculos que la sifones son llgeramente abultados.Aun cuando 
semilla libre do enfermedades. existen 6fidos Apteros en los campos, 6stos 

tlenen una importancla muy reduclda en la 
Ademds, en cada nueva slembra, la calidad dlseminacl6n de las enfermedades vir6tlcas. 

de los tuberculos reservados para semilla 
continla degenerando. Finalmente, los ren
dimlentos son tan bajos que los agricultores se 
ven obilgados a comprar tubbrculos limplos a L 
un alto costo para renovar sus reservas. 

Cuando so selecclonan Areas posibles para
produccl6n do semilla, so debe primero es
tudlar la infestacl6n de ,fidos en los campos. 
Basdndose en los datos obtenidos, se puede 
decidlr mejor d6nde, cudndo yc6mo producir 
tub6rculos-semilla. 

El ifido 
Affdo verde del molocolonero iptero (Myzus 

perica.e) 
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La forma alada, por el contrarlo, puede causar 
un daflo considerable. Este Afldo, graclas al 
vuelo, puede dlsemlnar r~pldamentevlrus en un 
cultivo entero. En consecuencla, usted debe 
estudlar con atencl6n c6mo se comporta. La 
formaalada se distingue por cabeza yt6rax de 
colorentre pardoy negro. Como el Afido dptero, 
tiene su cabeza Indentada. El abdomen puede 
serverde, rosado o de un rojo opaco ytiene un 
parche negro caracterfstlco. Sus slfones. son 
llgeramente hinchados y del mlsmo color que 
el abdomen. Los extremos de los slfones son 
algo m s oscuros. 

Afldo verde del molocotonero alado (Myzus 
pelcale) 

A continuaci6n se descrlben tres m~todos 
comunes pare el estudlo de poblaclones de 
dfidos: 

" Conteo de Afidos por planta. 
* Conteo de dfldos por hoja. 

" Trampas amarillas de ague. 


Aunque estas t6cnlcas funclonan blen para 
estudlarel comportamlento de [a mayorfa de los 
Afldos, este trabajo esti dirigldo espe-
cificamente al estudio del dfldo verde del 
melocotonero. 
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1.Contoo do Mldos por plants 

El conteo de fldos por planta, o el "m6todo 
del golpe" como a veces se llama, es una 
t6cnlca r~plda y eficlente que se utillza 
temprano en la temporada de cultlvo cuando 
las plantas estn J6venes y las poblaclones de 
Afldos son baJas. Debe ser utilizada principal
mente para detectar la mlgracl6n Iniclal de los 
dfldos alados en un campo de papa. Esta 
mlgracl6n no puede, normalmente, ser detec
tada solamente con trampas. 

Procedimlento 

Observar aproximadamente 50 plantas selec
clonadas al azar de las primeras hileras del 
borde por donde Ilega el viento al campo. La 
primera afluencla de Afidos alados se establece 
generalmente en las plantas de estas hileras. 

Ul.,m
0 
Solo00a r Ian plainta I oar 

del I,ldo doiode vim al vietmo 

Soloool6n do las plantas al azar del lIdo de donde 
vlone elvlento 

Para recolectar los dfidos, poner una cartullna 
oun papel de color claro de aproximadamente 
25 x 45 cm debaJo de un lado de la planta. 
Sacuda suavemente la planta encima de la car
tulina. Contar los Afidos que caen sobre la car
tullna. La cuenta es bastante conflable runque 
puede ocurrir que algunos 6fidos alados salgan 
volando cuando se agite la planta. 

Una bandeja cortada en mitades, o dos ban
deJas con muescas en los lados de modo que 
se puedan juntar dejando en ol centro un hueco 
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donde encaja el tallo do la planta, funclona blen 
para recoger los dfidos que caen. Los conteos 
de dfidos por planta, cuando se hacen semanal
mente, proporclonan datos suficlentes para 
prograrmar la apllcac16n de Insecticidas. Esta 
t6cnlca no so debe aplicar cuando las 
poblaciones de dfldos son altas. 

El conteo de Mfidos por planta ofrece las 
sigulentes ventaJas: 

" 	 las Infestaciones tempranas do Afidos se 
detectan rdpida y eflclentemento en 
plantas J6venes, 

* 	 se obtlenen datos conflables para [a
splicacl6n de Insectlcidas, y, 

" 	 funclona blen en comblnaci6n con otras 
t6cnicas, en particular con las trampas 
amarillas do agua. 

2. Conteo de dfldos por hoja 

Cuando las plantas maduren y desarrollen 
rrds hojas, se deberi contar Afidos presentes 
en hojas por Iomenos una vez a la semana para 
observar las Infestaciones de Afidos. Esta 
t6cnlca puedetambi6n ser utilizada en aquellos 
campos que no pueden ser visitados con tanta 
frecuencla como para efectuar el estudio con 
trampas do agua. 

Procedimlento 

Observaraproxlmadamente5Oplantasselec-
clonadas al azar en todo el cultivo. Examlnar 
cuidadosamente tres hojas plenamente desa-
rrolladas de cada planta: una hoja de cada una 
do las partes apical, media y basal. 

Los Afldos se establecen en el env6s (super
ficle Inferior) de las hojas, y se debe tener 
culdado en no alterados al voltear las hojas. 
Utilizar una lupa para contar la cantidad de 
dfidos alados y ipteros en cada hoja. Esta 
t6cnlca tambl6n proporclona a los agricultores 
datos suflclentes para la programacl6n do 
aplicacl6n do Insectlcidas. 
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Las ventajas del conteo de Afidos por hoja son
 
lassigulentes:
 

e 	 permite detectar las Infestaclones do
 
dfldos en las plantas que est.n
 
demaslado maduras para la cuenta de
 
ffldos por planta,
 

" 	 da buenos resultados en las dreas
posibles para produccl6n de semilla, que 
sean estudladas con poca frecuencla, y, 

* 	 proporclona datos conflables para la
 
apllcacl6n do aficidas.
 

3. Trampas amarillas de agua 

La trampa de dfldos do uso m.s comOn es la 
trampa amarilla do agua. Este aparato muy f~cll 
do 	utillzar, funclona blen ya sea s6lo o en 
comblnacl6n con otras t6cnlcas do estudlo 
durante toda la temporada de cultivo. Su color 
amarillo brillante es especlelmente atractivo 
para Myzus perslcae. En consecuencla, los 
datos obtenidos de la trampa proporclonan una 
Informacl6n precisa sobre el vuelo do los dfldos. 

Hay dos tipos de trampas amarillas de agua: 
rectangular y circular. Las trampas rectan
gulares son las preferidas debldo a quo son 
fdclles do hacer y de bajo costo. Deben tener 
aproximadamente 50 cm de largo, 32 cm de 

ancho y 8 cm de profundldad. Est~n hechas de 
una Imina met~llca para que no se deterioren 
en el campo. Las bandejas circulares de 
pldistlcotambldn funclonan blen. Tlenen quo ser 
suficlentemente grandes para cubrir un Area 
que corresponda a la extensl6n de una planta 
do papa madura, es decir, aproximadamente 30 
cm de dlmetro. 

Se puede escoger entre las bandejas rectan
gulares o las clrculares; pero, para obtener 
datos comparables dentro de un mismo campo 
o una misma regl6n, tlenen quo utilizarse ban
dejas de la misma forma y del mismo tamafo. 

Las trampas amarillas de agua tlenen un tubo 
de drenaje de aproximadamente 20 mm do 
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dlmetro en el fondo de la banjeja donde se 
coloca un tap6n. El fcndo y hasta 2 cm do los 
costados interlores de la bandeja se pintan de 
amarillo y lo quo queda de los costados y el 
exterior, se pinta de gris oscuro. Los 
entom6logos recomlendan utilizar el color 
amarillo prlmado del Estdndar Brltdnico (B.S.0
011), cominmente Ilamado amarillo canarlo. 

Si se cultivan las plantas en condiclones 
Iluviosas, o sl se apllca rlego por aspersl6n, las 
trampasnecesitan un rebosadero a un costado. 
Una malla simple o un pedazo de percalina 
puesto sobro of rebosadero permite el flujo del 
agua do exceso sin perder los Afidos. 

Procedimlento 

Poner dos trampas aproximadamente a 5 m 
de distancla entre elas en el campo. Instalarlas 
sobre unas plataformas mds o menos a 60 cm 
del suelo. Oultar las plantas que podrfan estar 
en, contacto con las plataformas pare Impedir 
q,.ie los Afidos entren camInando ala trampa. 

Norrnalmente, so ponen las trampas dentro 
del campo; sin embargo, algunos agricultores 
prefleren ponerlas inmediatamente fuera del 
campo. De esta manera, los trabajadores no 
necesitan caminar entre las plantas Para con-
trolar las trampas. 

Uenar las trampas con agua fresca y clara 
hasta 2 cm encima do la parte amarlla. Para 
romper la tensl6n superficial e impedir que los 
dfidos so escapen, agregar al agua unas cuan-
tas gotas de algOn detergente Ifquldo. 

Para llmplar la trampa, amarrar primero una 
bolsita do percalina al extremo del tubo de 
drenaje. Qultar el tap6n y vaclar el agua a un 
balde. Recoger los Afidos de la bolsita do per-
calina y tambl6n los que queden en la trampa. 
Sl el estudlo va a continuar, la bandeja so vuelve 
a Ilenar con agua. So puede utillzar la misma 
agua de la trampa si est6 limpla. Cuando so 
haya completado el estudlo, voltear las ban-
dejas o sacarlas del campo. 
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'r 
d 	 .1..:.,-

So puod. ostudlar ol vuelo do aosifidos 
capturindolos en trampas amarIllas do ague, quo 

son sancllas y do baja coto 

La frecuencla do evaluaci6n de las trampas, 
depende del objetivo del estudlo. SI los agricul
tores estbn buscando Areas buenas pare la 
produccl6n do tub6rculos-semilla, las trarnpas 
deben ser evaluadas diarlamente o, por lo 
menos, una vez a la semana durante toda la 
temporada do cultivo. 

Para IdentIficar las diferontes especles de 
dfldos en la trampa, puede ser necesarlo pedir 
la asistencla do un t6cnico experim.entado do 
laboratorlo. En tal caso, separar los Afidos de 
las denms especlesde lnsectosy guardarlos en 
alcohol al 60 6 70%. Para un almacenamlento a 
largo plazo, poner los Afidos en alcohol al 98% 
y rotular el reciplente con detalles de fecha y 
lugar de recoleccl6n. Basdndose en el nimero 
de dfidos recolectados y en la presencla de 
virus en los campos, se puede saber cudles son 
las Areas apropladas para la produccl6n de 
semilla. 

Las ventajas de las trampas amarillas de agua 
son las sigulentes: 

e atraen aMyzus perslcae, el principal vec
tor do PLRV y PVY, 

e 	 proporcionan datos exactos sobre las 
poblaclones de Afidos, lo cual ayuda a 
seleccionar las Areas mds adecuadas 
para la producci6n de semilla, y, 

* 	 funclonan blen tanto solas como en 
combinacl6n con otras tdcnicas de es
tudio. 

Las trampas amarllas de agua pueden ser 
utilizadas en cualquler momento durante la 
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temporadadecultvo. Son f~cles ysenclllas de 
usar par los trabajadores del campo y propor-
clonan datos quo ayudan a programar las 
fechas de slembra y cosecha y las aplicaciones 
de afIcidas. 

Conslderaclones 

Los datas sobre las poblaclones de Afldos 
deben ser registrados en esquemas parecldos 
al que se muestra en la 6ltima pdglna. Recolec-
tando datos exactos, se puede determinar 
cudndo una acumulacl6n de poblaclones de 
dfidos puede afectar serlamente los cultivos. 

Cada una de las tres t6cnlcas para evaluar 
6fidos tlene apilcaclones especfflcas y es L'il 
pam estudlar poblaclones do dfidos. Aunque 
las correlaclones mds altas se dan entre PI 
n~imero de dfidos alados capturados por dfa en 
lastrampas amarillas do agua y la disemlnaci6n 
de PLRV, los entom6logos recomlendan quo se 
combine este mdtodo con el conteo par planta 
u hoja para obtener los mejores resultados. 

El rcontoo do dfldos par planta ayuda adotec
tar el comlenzo de una infestacl6n de Afldos, ydetec
ol conteo de bfldos par hoja ayuda a modir el 
aumento do la poblacl6n. Par ejemplo, segt~n 
datos de algunos palses, cuando las 
poblaclones do Myzus perslcae son superlores 
a 20 Afidos par cada 100 hojas durante la parte 
temprana de la temporada de cultivo, el Area no 
es aproplada pare la produccl6n de semilla. 

Medlante 9l estudlo de las poblaclones do 
Afidos, losagricultores pueden conocer cu~ndo 
las poblaclones de Afidos son muy bajas a 
cundo so Ilega al LfmIte crftlco. El Ifmlte crftico 
Indlca cu~ndo las pabaclonos do 6fdos han 
Ulegado a ser suflclentemente grandes coma 
par causar en el cultivo un porcentaje de en-
fermedad vlr6tlca superior a Iopermltldo en un 
programa de cortificacl6n do semilla. 
Basdndose on esta Informaci6n, se pueden 
selecclonar las dreas quo ms convlenen para 
producir tub6rculos-semllla libres de enfer-
medades. 
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Utillzacl6n do datos sobre poblaclones do 
ifldos 

Debldo alas ventajas especfflcas de cada uno 
de los tres m6todos, los entom6logos
recomlendan aplicar ms de uno durente la 
tomporada. 

Los conteos de dfidos en plantas pueden 
ayudar a detectar el comienzo de la infestacl6n 
por Afldos. Los conteos do Afldos par hoja reve-
Ian el movlmlento de los dfldos y la acumulacl6n 
poblaclonal dentro de un cultlvo. Los datos 
pueden ser representados grdfIcamente, utl
lizando coma variable el tlempo; de este modo, 
so puede observar el avance de la Infestacl6n. 

Las trampas amarillas de agua permiten el 
estudlo del vuelo do los dfidos alados. Este 
vuelo estA mds dlrectamente relaclonado con 
la transmlsi6n de virus que el movlmlento do los 
dfldos 6pteros. 

.----. 
Ti,,O €(P= iJ po, ,--na4) 

Los datos del etudlo do poblaclones do hfidos as 
pueden representar gr~flcamente utillzando el
tilemp coma variable. Do se modo so puede 

observer el avance do Is Infestacl6n (comparacl6n 
do do Meos) 

Ls datas do los estudlos do poblaclonos 
pueden ayudar a pronosticar el grado de 
lnfeccl6n do virus. Sin embargo, hay quo cn
siderar variables adlclonales coma: 

o susceptlbllidadvarietal, 
o fecha deslembra, 
* medidas do conro d cfidas, 

* prdcticas do manojo do cultivas, 
o condiclones cllmdticas. 
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En general, los datos de estudlo de 
poblaclones de dfldos son tlles para: 

" solocclonar las mejores Areas de 
produccl6n de semilla, 

" selecclonar las mejores temporadas de 
cultivo, 

" programarla apllcacl6nde lnsectlcldas, 
" progmmar fechas para destrulr follaje y 

cosechar. 

Se pueden disehiar experimentos para deter-
minar la correlacl6n entre !os datos sobre las 
poblaclones do Afidos y la dlsomlnaci6n do 
virus. Do esta manera se pueden determinar los 
Ifmites crftlcos de las poblaciones de los vec-
tores. Los Ifmltes crftlcos Indican que las 
poblaclones do Sfidos han Ilegado a ser lo 
suflclentemente grandes para causar un grado 

econ6mlcamente significatIvo de Infeccl6n do 
virus. 

En dreas aceptables para la produccl6n de 
semilla, s6lo se capturan unos pocos 6fldos M. 
persicae alados. A medida que aumenta el 
nrmero de Afldos alados, aumenta la 
disemlnaci6n de virus. Esta correlacl6n es m~s 
estrecha para PLRV que para PVY. La 
dlsemlnaci6n de PVY parece ms errdtica ypor 
eso, en este caso, es mds diffcll determinar los 
Ifmites critlcos. Debido a que PLRV normal
mente es un problema m~s sero en la zona 
t6rrida, la correlacl6n do los datos de los es
tudlos de poblaclones con la Incidencla do 
PLRV es generalmente el Indicador ms 
prdctico de las medidas quo se deban tomar. 

Esquema para Registro de Datos del Estudio de Poblaclones do Afidos 

Regl6n: Pais: Localldad: 

Persona Responsable: Fecha do Siembra: Fecha do evaluacl6n: 

N~imero Especles do AfIdos 
M6todo do Otras 
de trampas M. pers/cae M. euphorblae Otros 
estudlo 0 observaclones 

plantas alado 6ptero alado 6ptero alado dptero 

Promedlo
 

A...o de. o.... nri .. 21,9C3P, Uma-Per0, 1985 y do 'Series CIPado.
d I.c.... 
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Para una mayor Informacl6n sobre e! estudlo Nematologfa y Entomologia, Apartado 5969, 
do ifldos, tome contacto con el Contro Inter- Lima, PerO. 
naclonal de /a Papa (CIP), Departamento de 

SLas Unidades T6cnlcas doCapacltacl6n (rTU), const~tuyan materiales Impresos de estudios par 
as profesionales Involucrados en actividades de capacltac16n desarrolladas por el CIP y es 
onstitulda por una serle de fascfculos susceptibles a ser actualizados. 
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C:fmMAmm4T m C L O l^1c IUNIDAD TEGNICA DE CAPACITACION 1 
MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

5.0 CONTROL 

Fasciculo 5.2 T6cnica de Inl.culaci6n Masiva con 
Pistola Pulverizadora para Evaluar la 
Resistencla c los Virus X e Y de la 
Papa 

En un programa de cruzamlentos para ob-
tener resistencla al virus Xde la papa (PVX) y al 
virus Y do la papa (PVY), usualmente es 
necesarlo evaluar un gran n~mero de progenies 
y es aconseJable reducir el tamafio do la 
poblacl6n eliminando, lo m&s temprano
posible, el mxlimo nt~mero do progenies sus-
ceptibles. Lat~cnica de noculacl6n masiva con 
pistola pulverizadora en las primeras etapas de 
l selecci6n sirve para este prop6slto y evita la 
contamlnac16n durante la inoculacl6n conotros 
virus. El nivel de inmunidad para la resistencla 
a PVX y PVY y el car~cter monog~nico 
domlnante para cada uno de ellos facilita el 
proceso de se~ecci6n de progenies resismentes. 

La t6cnica de Inoculaci6n m siva con p~stota
pulverizadora que so describe estl basada en 
estudios para mejorar su eficlencla. MWs del 
96% do los almdcigos so infectan y de ellos el 
88% muestran slfntomas, haclendo innecesarlo 
una segunda Inoculaci6n mecdnlca. 

Despu6s do la inoculaci6n con PVX o PVY, los 
almdcigos resistentes se pueden evaluar en el 
Invemadero o on el campo para conocer su 
rsistoncla aatros pat6genos coma ei virus del 
onrotlemlento do a hoja do papa (PLRV), 
Phytophthora Infestans, Altemarla solani y 
nemnatodos. 


Procedimlento 

Las semillas deben ser tratadas con dcldo 
giber6lico (1ppm durante 24 horas) y so deben 

dejar secar como mfnimo durante 2 dfas antes 
de ser sembradas. El AcIdo giber6lico rompe la 
dormancia resultando en una mejor 
germlnacl6n y uniformidad do los almdcigos.La 
slembra se realIza en bandejas de plstico de 
30 x40 x6 cm; de esta forma so pueden obtener 
150 alm.cigos por bandeja por familla. Dis
tribuir las semlltas en 6 filas paralelas distan
cladas 5,5 cm entre st 

30
 

.....
 

48 cm . 

Bandeja utilizada para sembrar e Inocular 
almclgos do papa. Los surcos paralelos se 

pueden hacer con la ayuda do un molde de 
madera. 

Cuando los almcigos atcanzan elestadfo do 
2 a 4 hoJas (aproximadamente a las tres sema
nas do la slembra), so Inoculan pulverizando el 
in6culo con un aer6grafo (pistola pulverizadora 

do plntura pam artes grdflcas) a una presln de 
alre do 25 a 30 Ib/pulg2 6 do 1,8 kg/cm2. 

La presl6n de alre es suministrada por un 
compresor. La marca rns utilizada de pistota 
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pulverizadora os "Homl Y-4", fabrlcada en 
Jap6n (se puede utilizar otra marca de pistola 
que tenga las caracterfstlcas adecuadas). Sus 
partes son met~llcas y pueden ser auto-
clavadas. El tanque doIla pistola tiene 
capacrdad paa 50 ml doln6culo, el suficlento 
pam una bandeja de amAcigos. Normalmente 
so Wtlizan do 50 a 100 ml par cada bandola. 

La pulverizacl6n debe realizarse lo ms cerca 
poslble a las hojas hasta quo se observe alguna 
Infiltraci6n del In6culo. Esto toma alrededor de 
2,2 segundos par pldntula; sin embargo, la 
pulverizaci6n puede ser ms r~pida sin que se 
observe una disminuci6n sensible en el porcen-
taje de Infeccl6n. Se puede realizar en 0,6 
segundos par pidntula sin necesidad de obser-
var Infiltracl6n. 

El In6culo debe se diluldo al 2% (plv) (2gde 
Nicotlana occldentalls infectada con PVY 6 2 g 
de Nicotlana glutinosa Infectada con PVX en 
100 ml de agua destilada). Las plantas que 
servi,An do In6culo deberdn tenor de 15 a 25 
Was de inoculadas. El In6culo dlluldo se filtra a 
trav6s de capas de gasa con 0,5% do Carborun-
dum de 600 mesh. 

Los almdcigos Inoculados se transferen a un 

Invernadero con 16 a 280C do temperatura. 
Inmediatamente despu6s dela inoculacl6n, los 

I. 49 


La germinacl6n yel crecimlento do los 
alrncigos debe ser uniforme. El tratamlento 
de las semillas con 6cido giber6lico sirve para 
esto fin. 
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aim~cigos deben cubdrse con papel h6medo 
durante 24 hems pam conservar la humodad. 

Los sintomas aparecon on 4, 11 y hasta 21 
das despu6s do la Inociacl6n. Separar los 
alm~cigos que no muestren sfntomas y luego 
de 3 a 4 semanas transforldos a macetas In
dividuales. Esperar a quo las plantas formen 
tub6rculos o blen esperar de cuatro a cinco 

semanas para transplantarlas al campo pam su 
evaluacl6n agron6mica. 

Modificado d: 

FERNANDEZ-NORTHCOTE, E. 1991. Potato 
seedling screening for resistance to potato 
viruses X and Yby the mass Inoculation technl
que. CIP Research Guide 37. Centro inter
naclonal do la Papa (CIP), Lima, Perj. 12 pp. 
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i 

El In6culo se aplica con la ayuda de una 
pistola pulverizadora a una presi6n do aire de 
25 a 30 lb/pulg2. 
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Las Unidades T6cnicas de Capacltacl6n (TTU), consttuyen materiales impresos de estudlos para 
as profesionales Involucradcs en actvdades de capactacl6n desarrolladas por el CIP y est! 
onstituida por una serle de fascfculos susceptibles a ser actuallzados. 
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

5.0 CONTROL 

Fasciculo 5.3 	 Cultivo de Tqjidos para la Eliminaci6n 
de Pat6genos 

Los pat6genos vegetales, tales como deflnirse como el producto do la Interaccl6n 
nematodos, hongos, bacterlas y virus, pueden entre el hospedero, el pat6geno y el amblente 
ser transmitldos de plantas enfermas a plantas 
sanas. Sin embargo, no todas las c~lulas resul- Este concepto de una enfermedad es con
tan Infectadas; los tejidos meristemdtlcos so ocido como "tridngulo de la enfermedad". 
encuentran aigunas voces fibres de enfer
medades porlo quo es posible recobrar plantas La dlstdbuci6n de los diferentes pat6genos 
no Infectadas medlante t6cnicas de cultivo In dentro de la planta varfa tamb!6n mucho. Pseu
vitro de meristemas, y 	lograr su crecimlento domonas solanacearum, of virua del enrol
como plantas sanas. 	 lamlento do la hoja de la papa (PLRV) y los 

micoplasmas estdn restringidos al tejido vas
1.Naturaleza do los pat6genos cular de una planta.Envlnla carotovora ye virus 

X de la papa (PVX), Invaden tanto el tejido
Los pat6genos vegetales Incluyen vascular como el resto de los tejldos de la 

nematcdos, hongos, bacterlas, rickettsias, planta. No todas las c6lulas en una planta en
micoplasmas, virus y viroldes y pueden ser ferma se encuentran Infectadas con pat(,jenos.
transmltidos de plantas enfermas a plantas Los tejidos merlstem tlcos de la raft y de los 
sanas. Hasta of momento no existe informaci6n brotes tarminales do una planta infectada estdn, 
sobre rickettslas pat6genas de papa. El tama'o algunas veces, fibres de virus. En algunas
relativo de estos pat6genos varfa mucho. Entre ocasiones, tal como sucede en la papa con el 
los pat6genos vegetales, los nematodos son PVX y of TRV (Cobaccorattle virus), solamente 
los m s grandes y pueden ser observados la copula y los primeros primordlos follares se 
ficllmente con un microscoplo estereoscoplo, encuentran fibres de virus. Se desconoce la 
Los vlroldes y los virus son los mds pequeios, raz611 exacta por Ioque esto sucede; sin em
y para la observacl6n de 6stos 6ltimos so re- bargo, se cree que uno, otodos, de losslgulen
quiere do un microscoplo electr6nico tes factores son responsables do ello: 

La ocurrencla do una enfermedad no s6lo 
depende do la relacl6n del hospedero y del a) Aita actlvkad metab611ca. 
pat6geno. Las condiclones amblentales, espe- Los virus so multiplican acompaflando el 
clalmente la humedad y la temperatura, juegan curso del metabollsmo del hospedero. Debldo 
un papel importante en of desarrollo do una a Ia gran actividad metab6lIca de las c6lulas 
onfermedad. Asf, una enfermedad puede meristemtIcas del hospedero, los virus no 
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pueden tomar el control a 1la maquinarla 
blosint6tica de las mismas. 

b)Carencla del tejido vascular. 

Los virus que se ubican tan s6lo en el floema 
(PLRV) no pueden Invadir los tejidos 
merlstemdticos debido a la ausencla de 
diferenclacl6n celular. En esta zona 
medstemAtica, los virus que Infectan los tejidos 
no vascularesse diseminan do c61ula en c6lula 
a trav6s do los conductos Intercelulares (plas-
modesmos). Este es un proceso lento por Io 
que resulta relativamente diffcll quo los virus 
Infecten en su totalidad alas c6lulas que vienen 
dividl6ndose rdpidamente. 

c) Alta concentracl6n de auxinas. 

Los tejidos meristerMticos de las plantas 
tienen una concentracl6n m s alta de auxinas 
quo los tejidos do otras partes do las mismas. 
Algunos autores indican que estas auxinas in-
hiben la multiplicaci6n do los virus. 

Debido a que los teJidos meristem~ticos 50 
encuentran algunas veces libres de pat6genos, 
es posible recobrar plantas no Infectadas 
medlante t6cnicas de cuf:ivo Invitro do meris-
temas, y mantenerlas #ria obtener plantas 
adultas sanat. 

2. Termoterapla 

La termoterapla a temperaturas elevadas 
(370C) no elimlna al viroide del tub6rculo 
ahusado de la papa (PSTVd). El PSTVd estd 
compuesto por una mol6cula circular do RNA 
enroscada a manera de una gran esplral. Por 
esta raz6n es resistente a las nucleasas. Las 
altas tomperaturas, lejos de reducir la 
concentraci6n del virolde, favorecen su 
multlplicacl6n. Por Io tanto, debe Ilevarse a 
cabo una prueba para detectar PSTVd al 
finalizar el perfodo do termoterapla. 

Un m6todo quo permite la erradicacl6n del 
PSTVd so basa en la observacl6n do quo en las 
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plantas que crecen con temperaturas bajas, la 
concentrac6n del virolde es baja. En un ex
perimento, las plantas fueron mantenidas a80C 
durante cuatro meses yluego se disectaron los 
meristemas apicales. El 30% de las pl.ntu!as
regeneradas estaban libres do PSTVd, aun en 
la segunda generacl6n de tub6rculos. Se 
observ6 una tfpica relacl6n Inversa entre el 
tamafio de la diseccl6n meristemdtica yel 6xlto 
en [a erradlcacl6n. 

Este m6todo, sin embargo, no es aproplado 
como una t6cnlca de rutina debido aquo toma 
mucho tlempo y es muy costoso. Puede ser 
muy Otil en casos especiflcos en los cuales un 
clon muy valioso so oncuentre muy infectado y 
no se cuente con material que haya pasado la 
prueba contra este pat6geno. 

Experimentos Ilevados acabo con diferentes 
sistemas de virus y sus hospederos han 
demostrado quo ol tratamiento de plantas con 
tomperaturas olovadas (tormoterapia) ilva a 
una reducci6n en la concentraci6n del virus en 
la planta. Se han dado diferentes razones para
explicarestefen6meno; probablemente no s6lo 
una, sino una combinaci6n de ellas pueden ser 
lacausadelareduccl6nenlaconcentracl6ndel 
virus. Estas pueden Incluir compstencia por
lugares de sfntesis de Acidos nucleicos y 
prote(nas, entre las clulas del hospedero que 
so encuentran en rdpida dlvisi6n ylas part'culas 
del virus, Iocual puede lievar aun camblo en el 
balance entre la sfntesis ydegradacl6n de las 
particulas virales. Tambidn el Scido nuclelco del 
virus, portadorde su informaci6n gen6tlca, estA 
normalmente protegido del ataque de enzimas 
degradantes por una cublerta compuesta do 
muchas subunidades protelcas. A altas 
temperaturas, la unl6n entre estas subunidades 
so vuelve mcs d~bil, se pueden produclr aber
turas temporales y permtlr el ataque do las 
nucleasas, Ioquo inactiva al virus ydisminuye 
la concentracl6n del mismo. 

Latermoterapia ha sido aplicadaatub6rculos 
de papa en reposo. So ha observado una 
reduccl6n en la concentraci6n de virus, espe-
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cialmente del virus del enrollamlento do la hoJa 
de papa (PLRV). SIn embargo, la ellminacl6n do 
todos los virus no ha sido lograda, con la 
excepci6n del PLRV. 

La termoterapla aplicada a la planta entera, al 
Igual quo la aplicada a tub6rculos ya brotados, 
segulda por cultivo do merlstemtas, ha sldo exi-
tosamente utilizada para la ellmlnacl6n de 
muchos virus de papa. 

En el procedimlento estdrdar empleado en el 
CIP, los mejores resultados han sido obtenldos 
cuando la planta es decapitada antes do ser 
tratada por termoterapla, y las yemas axllares 
so encuentran creclendo mientras reciben el 
tratamlento do calor. Un r6glmen de 
temperatura diarla do 360C durante 16 horas y
do 300C duranto 8 horas, bajo luz contlnua de 
alta Intensldad (10 000 lux + 108 uEm 2s"I) 
mejor6lastasasdo ellminacl6n. Las plantas son 
mantenidas bajo estas condiclones durante 
cuatro semanas. merlstemas, tanto do las 
yemas axilares como de las yemas apicales, 
son alslados y cultivados como se muestra en 
la seccl6n 6. 

El proceso do tormoterapla antes seialadoso 
esti tambl6n aplicando a plntulas in vitro. 
Nudos con una yema son colocados en cajas 
de plAstlco (Magenta GA-7) contenlendo el 
medlo C (20 nudos/caja). Estas se colocan en 
el cuarto de cultivo con las condiclones 
apropladas. Cuando las plantas alcanzan 3cm 
de altura aproxlmadamente y presentan un 
buen sistema radicular, se sellan las caJas con 
cinta adhesiva y se contIna en forma similar al 
procedimlento in vivo. Al cabo de un mes do 
tratamlento se alslan y slembran los meristemas 
apicales. 

3. Quimioterapla 

Como una altemativa a la termoterapla, se ha 
probado on papa la qulmloterapia. Un anOlogo 
do nucle6sldo, el Virazole, conocido por su 
amplio espectro contra el DNA y of RNA de los 
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virus que afectan a los animales, ha mostrado 
resultados variables cuando se ha aplicado en 
plantas de papa medlante aspersl6n o 
medlante cultivos hidrop6nicos, seguldo de 

cultivo de merlstemas. Resultados preliminares 
muestran clerta promesa cuando los dpices 
meristemdtlcos disectados son cultivados en 
un medlo con 100 ppm do Virazole. 

Sin embargo, algunos Informes Indlcan que 
los productos qufmlcos antivirales pueden 
causar mutacilones en las plantas. Por Iotanto, 
hasta ahora la termoterapla definitivamente Os 
el m6todo proferldo do pre-tratamlento antes do 
efectuar el cultivo de merlstemas. 

4. Esterlilzacl6n do la superficle 

SI la superficle del material vegetal estd con
taminada por pat6genos o sapr6fltos, y 6ste es 
sembrado en un medlo de cultivo, algunos de 
los contaminantes crecen rApldamente y 
pueden matar al tejido y al 6rgano (explante) do 
Iaplanta. La mayorfa de los contaminantes do 
superficle, tales como bacterlas y hongos, 
pueden ser ellminados por esterilizaci6n do la 
superficle del material vegetal con un agente
esterlllzador aproplado. 

Los agentes esterillzadores de la superficle so 
aplican normalmente durante 10 a 15 minutos. 
Bajo condlclones as6ptlcas, la solucl6n 
esterilizadora es luego ellminada y el material 
vegetal lavado 3 6 4 veces durante 5 mlnutos 
cadavez poragitacl6n enaguadestllada est6ri. 
El lavado es muy Importante para ellmlnar el 
exceso del agente esterilizador el cual puede 
inhlbir el crecimlento de la planta. 

a) Etanol (alcohol) 

El alcohol es un agente esterillzador comOn 
do la superficle para eliminar bacterlas y hon
gos, y es frecuentemente utilizado como un 
breve lavada antes do aplicar otros tratamlen
tos do esterillzacl6n do la superficle do las plan
tas. Tiene una baja tensl6n superficial y puede 
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penetrar f~cilmente entre la, pllosldades 
follares y moJar la superficle de la planta. El 
etanol al 70% es nAs efectivo como agente 
esterllizador que el do 95% 6 100%. 

b)Hipaclorito de sodlo o de calclo 

La superficle del material vegetal puede 
tambldn ser esterilizada con soluclones 
acuosas do hipoclorfto de sodlo (NaOCI) o do 
hipoclorito do calclo (Ca[OCI]). La sal de calclo 
es preferida porque es menos fltot6xlca. 
Muchos laboratorios utilizan lelfa do uso 
dom6stico tal como Clorox. Estos productos 
comerclales contlenen normalmente 5,25% de 
NaOCI como prlnciplo activo. Cuando so les 
diluye con agua (1parte do leJfa por 9partes de 
agua), la solucl6n esterilizadora resultante 
deberA contener no menos do 0,5% do NaOCI. 

Debido a la dlsoclacl6n completa, el 
hipoclorito tlenen una actlvidad relatlvamente 
pequefia a un pH superior a 8,0 y as m6s 
efectivo fljando la soucl6n alrededor do un pH 
de 6,0. La superficle del tejldo, disectado Y 
sumergldo completamente en la solucl6n do 
hlpoclortto, queda esterilizada despu6s do una 
exposicl6n do 10 6 15 minutos. Acontinuacl6n 
del tratamlento con hlpoclorito, el material 
tratado debe ser lavado culdadosamente con 
varlos camblos de agua destilada para ellminar 
completamente el deslnfectante. 

c) Blcloruro de mercurlo 

El bicloruro de mercurlo (HgCI2) ha sido 
utilizado como deslnfectante pese a quo es 
extremadamente t6xico. La solucl6n de 
blcloruro do mercurio es vol~tH a temperatura 
amblente y puede provocar envonenamlento 
por mercurlo. Por Iotanto no recomendamos 
su uso como agente esterilizador. 

d)Bacterlcldas yfungicidas. 
Con el material quo se encuentra fuertemente 

contaminado, algunos Investlgadores 
recomlendan el lavado en una mezcla bac-
tericida/funglclda comerclal antes de proceder 
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a la esterillzaci6n de la superficle. Debe recor
darse, sin embargo, que este tratamlento no 
tiene efecto sobre Infecclones slst6mlcas. La 
seccl6n 5 da una lista de bactericidas y fun
gicidas conjuntamente con Informacl6n 
referente asu uso. 

5.Antibl6ticos 

Apesar do ser utillzados rutinarlamente en el 
cultivo de c6lulas anlmales para prevenir con
taminaclones bacterlanas, los antibi6ticos no 
han sido muy utilizados en cultivo do tejidos 
vegetales. Los fisi6logos, a finales do los aftos 
50, sablan quo estos productos naturales 
pueden alterar el creclmlento ydesarrollo de los 
cultivos In vitro de telidos vegetales. De hecho, 
los teildos vegetales son sensibles a los 
antibl6ticos ymuestran una respuesta variable 

doacurdoasugenotipa. 
La mayorfa do los especlallstas en cultivo do 

tejldos no conffan en los antibl6ticos para 
elimlnar los contaminantes superflclales en las 
disecclones. Estos productos son caros y nln
guno es efectivo contra todos los tlposposlbles 
de organismos contaminantes. Los antlbl6ticos 
son utillizados s6lo cuando los microorganis
mos son diffciles de eliminar por otros medlos 

Los sigulentes antibi6ticos o combinaciones 
de los mismos han sido exitosamente 
aplicados: 

Gefotaxina 
Gentamiclna 
Rifampicina 
Nlstatina + Carbenecillna 
Gentamicina + Amfotericina B 
Vancomlcina HCI + Mlcostatin 
Estreptomicina + Carbenecilina 

En algunos casos se ha encontrado 
fitotoxlcidad causada por: 

Penicilina 
Estreptomicina 
Bactericina 
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Esparsomicina 
En el CIP, para erradicar bacterlas o 

levaduras so estd utilizando con clerto 6xfto la 
Incorporaci6n de antlbi6tlcos al medio de cul-
tivo. En caso de bacteras, se recomlenda usar 
Rifamplcina (Rlmact~n 300-CIBA) a una 
concentracl6n de 40 g/l o Cefotaxima s6dlca 
(Clafordn ROUSSEL) a 200 mg/i. 

So prepara una solucl6n concentrada del 
antibl6tlco a utilizar (Rffamplcina 12 000 mg/I 6 
Claforfn 40 000 mg/i), se estedliza por filtracl6n 
y so coloca n pequetios cuadrados de papel 
filtro est6ril (5x 5mm), los cuales so dejan secar 
on una c~mara de flujo laminar. Se colocan 
aproxlmadamente 0,03 ml do solucl6n con-
centrada por cada cuadrado do papel. Se 
recomlenda no utilizarlos despu6s de slete d(as 
do haberlos preparado, ya quo plerden 
progresivamente su eflcacla. 

Este trabajo debe reallzarse baJo condiclones 
do asepsla. Los cuadrados de papal son Intro-
ducidos en el media do cultivo Junto a la yerna 
sembrada, y 6sta debe ser transferida a media 
fresco con otro papel-antibl6tico cada 3 6 5 
dfas. Tambldn se pueden usarotras antibi6tlcos 
como Cefoxitina (Mefoxln MERCK) on dosls de 
500 ppm. 

En el caso qua la contaminaci6n sea por 
levaduras, so recomlenda usar Amfoterlcina B 
on dosis de 0,25 ppm a 0,5 ppm, slgulendo en 
todos los casos el mismo sistema del papal 
filtr. 

6. Alulamlento y cultivo do meristomas 

El punto do crecimlento del dplce de la planta 
es el medstema. Es una zona pequefla com-
puesta de c6lulas meristemticas quo so 
dividen rdpldamente. 

El domo do la yema contlene las verdaderas
c61ulas meristem~tlcas y estd rodeada por 

prlmordlos follares y hoJas prlmarlas. debido a 
quo los tejidosvasculares mds dlferenclados se 
encuentran alejados de los meristemas (hacla 
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los tejidos ms vlejos del tallo), los elementos 
vasculaes do los primordlos follares son In
ciplentes, y no han hecho at~n contacto con la 
parte principal del sistemavasculardel tallo. Por 
Iotanto, las partfculas devirus que puedan estar 
presentes en el sistema vascular pueden Ilegar 
a la zona meristemitlca del dplce solamente 
movl6ndose de c~lula en clula; un proceso 
muy lento. Esta os una de las razones prin. 
cipales del porqu6 on una planta infectada con 
virus la concentraci6n de 6stos dlsmlnuye 
acropetalmente hacla los merlstemas tanto del 
6pice como de las yemas axilares. 

El aslamlento en condmcones as6ptlcos do Ia 
porclbn apical, Ilamada punto meristemdtico, y 
su cultivo on un medIa nutritivo adecuado a 
Igualmente as6ptlco, permite el desarrllo de 
plbntulas. En principlo, esta secuencla de 
desarrollo slgue un patr6n similar al de aquel 
presente en una planta normal. Las c61ulas del 
meristema se dlviden y la dlferenciaci6n do 
nuevos tejldos continua. La nutricl6n de la 
secci6n dlsectada do la pianta es propor
clonada por el media artificial. Esta t6cnica, 
Ilamada cultivo de meristemas, fue aplicada por 
primera vez para la erradlcaci6n de virus en 
dallas hace unos 30 aios por Morel y Martin 
(1952), y Ileva a la obtencl6n de plantas libres 
do pat6genos. 

La diseccl6n as6ptlca del meristema as un 
proceso delicado y requlere muchas horas de 
pr.ctlca. El procedimlento as el slgulente: 

So cortan los tallos do la planta, quo acaba do 
sersometida a termoterapla, an segmentos quo 
contengan cada uno un nudo con su yema 
axilar. Se remueven las hoJas cuidadosamente. 
So desinfectan los segmentos de tallo durante 
30 segundos en alcohol al 70%, y a 
contlnuacl6n con hipoclorito de caiclo al 2,5% 
duranto 15 minutos. Luego los tallos son 

lavados cuatro veces, por clnco mlnutos cada 
vez con agua destllada est6ril para elimlnar el 
exceso do hipodorto. 
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Bajo un microscoplo binocular de diseccl6n, 
se eliminan las hojuelas quo rodean el punto de 
crecimlento hasta quo quede solamente la 
copula de la yema apical y unos cuantos 
primordlos follares (generalmente dos). La 
ctpula ydos primordiosfollares son disectados 
ytransferldos al medlo de cultlvo merlstentico 
A (ver seccl6n 8). El meristema disectado es 
trmnferldo semanalmente al medio B.Despu6s 
do 6 a 8 semanas, las pequefias plAntulas son 
subcultivadas para un mayor creclmlento y 
micropropagaci6n. 

Despu6s do la regeneracl6n a partir do los 
meristemas, las plantas son probadas para 
detectar cualquler infeccl6n perslstente de 
virus. 

7. Mantenimlento do cultivos 

El material In vitro pueden ser conservado en 
cultivos por un tiempo Indefintdo cuando se 
toman suficlentes precauclones para evitar 
contaminaclones y cuando la transferencla a 
medio fresco es realizada a Intervalos 
aproplados. Las pl~ntulas In vitro probadas 
contra pat6genos pueden ser mantenidas 
como colecciones base para la propagacl6n en 
un programa do semilla. 

Para mantenlmlento por un perfodo corto, las 
plantas son mantenld&s en tubos sobre el 
medio de propagac16n C 6 D (ver seccl6n 8). 
Lo3 tubos son sellados con tapas de plAstico 
autoclavables. Estas son mejores que los 
tapones de algod6n que pueden ser 
penetrados ffclimente por las esporas de hon
gos presentes en el aire y por Insectos. 

La tasa de crecimlento de las plantas 
depende do la temperatura de Incubacl6n, la 
com-posici6n del medlo y del genotipo. 

Los medios E y F para almacenamlento (ver 
secci6n 8)ejercen un estr6s osm6tlco sobre las 
pldntulas y pueden ser utilizados para al-
macenamlento a 25 0C; el estr6s reduce la tasa 
de crecimiento y da lugar a entrenudos cortos. 
Muchos nudos estbn as(disponlbles cuendo se 
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Inicla la propagaci6n del material almacenado. 
El material almacenado bajo estas condiciones 
necesita normalmente ser transferido sola
mente una vez al aflo. 

SI la temperatura puede bajarse a 60C, esto 
reduce significativamente la tasa de crecimlen
to do las plntulas y las transferenclas son re
queridas solamente una vez cada 2 6 3 afios. 

Es posible, por Io tanto, mantener una 
coleccl6n de germoplasma bajo condiclones 
do almacenamlento descritas anteriormente. 
Cuando se reclbe un pedido para la exportac16n 
do un determinado genotipo probado contra 
pat6genos, 6ste puede sacarse del al
macenamlento, ser micropropagado, y luego 
ser distribuldo In vitro. 

8. Medlos de cultivo 

Todos los medlos utilizados para este trabajo 
estdn basados en las sales de Murashige y 
Skoog (1962). Las soluclones concentradas de 
sales son normalmente preparadas en cuatro 
pares separadas: 

Sales 
MgSO4 

Hierro
 
Vitamlnas
 
a) Solucibn concentrada de sales 

NH4NO3 35,0 g 
KNO3 40,0 g 
CaCI2.2H20 9,0 g 
KH2PO4 3,5 g 
H3BO3 0,1 g 
MnSO4.4H20 0,5 g 
MnSO4.H20 0,4 g 
ZnSO4.7H20 0,2 g 
ZnSO4.H20 0,2 g 
KI 0,02 g 
Na2MoO4.2H20 0,005 g 
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Disuelva cada sal en 200 ml de agua des-
tilada: 

Disuelva 5 mg (0,005 g) do CuSO4.5H20 y 
5mg de COC12.6H20 en 10 ml de agua; agregue
1 ml de esta sclucl6n a 200 ml de agua para la 
solucl6n concentrada. 

Mezcle las diez soluclones do sales In-
dividuales Juntas para hacer 2000 ml (2 I)de la 
solucl6n concentrada do sales. 

b) Solucl6n concentrada do sulfato de mag-
neslo 

Mezclar 3,7 g de MgSO4.7H20 en 100 ml de 
agua destllada. 

c) Solucl6n concentrada de herro 

Na2EDTA 0,75 gFOSO4.7H20 0,55 g 
__S _4.71-120 0,55 g 

Dlsuelva FeSO4.7H20 en 20 ml do agua des-
tilada; Na2EDTA en 20 ml de agua destilada 
callente. Mezcle las soluclones frfas y[leve a 100 
ml con agua destllada 

d) Solucl6n concentrada devitaminas 

Tlamna 0,4 mg/I 20 mg 
Glicina 2,0 mg/i 100 mg
Acido nlcotfnico 0,5 mg/l 25 mg
PIridodna 0,5 mg/i 23 mg 

Disolver cada vitamina y completar hasta 500 
ml con agua destilada. Repartir 10 ml de la 
solucl6n do vltaminas en pequeflos onvases y
mantenerloscongelados. Utilizarun envase por 
cada litro do medlo. 

e) Preparacl6n del medlo 

Prepare 1 000 ml (1 I)del medio b~sico de 
Murashige-Skoog (MS) mezclando las 
soluclones concentradas en las slgulentes 
proporclones: 

Sales 100 ml 
MgS 4 10 ml 
Hlerro 5 ml
Vitaminas 10 ml 
Inosltol 100 mg 

Agregue las hormonas que correspondan ysacarosa (yea l plglna sigulente) y ponga el 
medio, con o sin agar, en autoclave a 1210C 
durante 15 mlnutos. 

Modificado de: 

UZARRAGA, R., A. PANTA, U.JAYASINGHE 
y J. DODDS. Cultivo de tejidos para la 
ellminacl6n de pat6genos. Gufa de 
Investlgacl6n CIP-3. Centro Intemaclonal do la 
Papa (CIP), Uma, PerO. 21 pp. 
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Adiclones al medlo MS bsico para la preparacl6n de tipos especflcos de medlos. 

Medios 

A 
Para meristemas 

B 
Para merstemas 

C 
Para propagacl6n 

D 
Para propagacl6n 

E 
Para almacenamlento 

F 
Para almacenamlento 

Modlo Ms + 

0,1 mg/i 
0,04 mg/ 
2,5% 
0,6% 

0,1 mg/l 
20,2 mg/I 
2,5% 
0,6% 

1,0 mg/I 
50,0 
4,0 mg/I 
2,0 mg/I 
10,0 mg/I
3,0% 
0,8% 

0,1 mg/ml 
2,5% 
0,8% 

4,0% 
2,0% 
0,8% 

4,0% 
3,0% 
0,8% 

los siguientes 
Ingredlentes 

dcldo giber61ico 
kinetina 
sacarosa 
agar* 

Acldo glber6lco 
putrescina HCI 
sacarosa 
agar* 

dcIdo f6lico 
agua de coco 
L-arginlna HCI 
Pantotenato de calclo 
putrescina HCI 
sacarosa 
agar* 

Acido giber~lico 
sacarosa 
agar* 

sorbitol 
sacarosa 
agar* 

manitol 
sacarosa 
agar* 

* Otros agentes gelificantes como Phytagel o Geloite (Marca registrada) se pueden utilizar en 
lugar de agar. Phytage, se afiade en mitad de la concentrac16n de agar yGelrite se utlliza a un 
cuarto de la concentracl6n del mismo. 

Las Unidades T6cnicas do Capacitacl6n (TTU), constituyon materlales Impresos do 
estudlos para los profeslonales Involucrados en actividades de capacftacl6n desarrolladas 
por el CIP y estA constitulda por una serle de fasciculos susceptibles aser actualizados. 
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

6.0 DETECCION 	/ Purflicaci6n 

Fasciculo 6.1 	 Fundamentos de ia Purificaci6n de
 
Virus de Plantas
 

El conoclmlento acerca de un virus, antes que lapurflcacl6n de estos virus son muy similares
6sto sea purificado, os muy limitado. Se slasdelGrupo1,peroenelpasofinal, iostpos
necesitan preparaclones de virus muy puras diferer.4es do partfculas virales son separados

para realizar entudlos qufmicos, ffslcos y oiros 
 hacl6ndosa uso de las diferenclas en sus coefi
estudlos blol6glcos. Existen muchos virus que clentes do sedlmentac16n o densIdades.
 
Infectan plantas y so dispone d6 varios
 
procedimlentos do purificacl6n diferentes para 
 Grupo 3. Virus sat6lite
 
adaptarse a cada uno de ellos. Sin embargo,

podemos reconocer varios sistemas diferentes 
 Aigunos virus son Incapaces de multiplicarse
 
de purificacl6n de acuerdo al tipo de virus, 
 solos en un hospedero a menos quo 6ste sea 

simultdneamente Infectado con otro virus.
Grupo 1. Un solo componente (EJemplo: el virus satlite del virus do la necrosis

nucleoproteico 
 del tabaco.) En este sistema los dos virus son 

propagados juntos y luego separados durante 
Las partfculas de virus do este grupo con- o despu6s do la puriflcacl6n.
 

tienen una moltcula do AcIdo nuci6ico central
 
(quo Ileva la informaci6n gen6tica) rodeado por Grupo 4. Virus cublertos
 
una cublerta protelca. El virus del mosalco del
 
tabaco y los virus esfdcos parecldos al virus Ademds do Iacublerta protelca quo enclerra

del mosaico del pepino y al virus del enro- al 
 Acido nucI6lco, estos virus tienen una
Ilamlento do la hoJa do la papa pertenecen a membrana externa compuesta de Iipidos. Estas
 
este grupo. Hasta el momento la mayorla do los 
 membranas Iipfdicas son muy c'elicadas y sevirus do plantas alslados pertenecen a este daian fdcIlmente causando la Inactivacl6n de grupo. las partfculas. Adems, los procedlmientos do 

purlfIcacl6n do virus en el Grupo 1 y que sonGrupo 2. Nuclooprotenas multicompuestas dir;gldos hacia la destruccl6n de membranas 
no son adecuados para estos virus. Se deben

Adem~s do las particulas nucleoprotelcas utilizar m6todos mAs suaves. 
caracterfstIcas, muchos virus tienen otras 
particulas que no contlenen Acido nuc6i6co. Grupo 6. Viroldes 
Otros virus pueden toner varlas partfculas
diferentes que contengan cantidadesdiferentes Los viroldes, coma el virolde del tub6rculo
do Acido nucldlco. Los n todos usados en 	 ahusado do la papa (PSTVd), no tienen una 
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cublerta protelca. Son mo6culas de Acido 
nucl6ico libres. Los m6todos de purificaci6n 
utlizados estdn basados en aquellos quo sirven 
para al alslamlento do dcldos nucl6icos. No se 
pueden alslar por ninguno de los procedlmlen-
tos utlilzados pam los cuatro grupos anterlores. 

Aunque existen muchos m6todos do purl
flcacl6ndlferentes paraalslarvrus, hayalgunos 
pasos muy comunes en todos ollos: 

a) Los virus deben ser propagados en un 
hospedero aproplado en el cual alcancen altas 
concentraclones. 

b) Los virus tienen quo ser extraldos a un 
modlo liquido con una p6rdida mfnima do infec-
tlvidad. 

c) El extracto debe ser clarificado para 
remover la mayor parte del material del 
hospedero. 

d) El virus alslado debe ser concentrado a un 
volumen mAs pequeflo. 

Las purificaciones slempre deben ser 
realizadas con virus quo sean blol6glcamente 
punos. Estoquleredecirqueloscultivosdevirus 
est6n libres de otros virus contammnantes o quo 
no contengan mezclas do alslamientos o 
"strains" diferentes. Los virus mutan muy 
rdpidamente yes muydiffcil evitarlaproduccl6n 
de mutantes en un cultivo. Sin embargo, [a tasa 
de mutacl6n do los virus puede ser mantenida 
a un minimo suprimiendo las condiclones en 
quo 6stas son ms frecuentes, como tom-
peratunas elevadas, Irradlaci6n N,oxposici6n a 
componentes qufmicos mutag(nJcos. El virus 
alslado debe ser analizado poar5dicamente 
utllizando plantas indicadoras para determinar 
la posible existencla do mezclas. 

El cultivo del virus puede ser mantenido 
blol6gicamente puro Inoculando plantas in
dlcadoras on las quo se produzcan loslones 
locales y alslando al virus do la losi6n e 
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InoculAndolo a otra planta hospedera. La trans
ferencla de varias lesiones locales reduce la 
probabilidad de que el alslamlento est6 con
taminado con otro virus u otro "strain" del virus. 
Una vez que el cultivo est6 puro, se deberd 
tomar toda precaucl6n para prevenir su 
contaminacl6n. 

SELECCION DEL HOSPEDERO PARA LA 
PURIFICACION 

Es Importante elegir a una planta hospedera 
de la quo se obtengan grandes cantidades do 
virus, ya que la concentracl6n del mismo puede 
variar considerablemento on diversas plantas 
hospederas. Las plantas Infectadas sls
t6mlc:mento con el virus son slempre pre
feridas a aquellas en las cuales el virus estd 
tocalIzado. 

La facilidad y la velocidad de propagacl6n en
 
la planta hospedera y el estado do crecimlento
 
en el quo pueden ser inoculadas, son factores
 
Importantes a considerar durante la seleccl6n.
 

Es muy convenlente quo las plantas 
hospederas seleccionadas no contengan gran
des cantidades de taninos, gomas ni compues
tos fen6licos puesto quo estos compuestos 
interfleren con la purlflcacl6n de virus. General
mente, estos compuestos estbn presentes en 
grandes cantidades en plantas leriosas 
haci6ndolas inapropladas para los trabajos de 
purtflcacl6n. 

Las condiclones bajo las cuales las piantas 
inoculadascrecendeterminanlaconcentracl6n 
del virus en 6stas. So obtlenen rendimientos 
mdixmos en plantas de crec~mlento vlgoroso. 
Las condiclones medlo amblentales como la 
temperatura y la luz afectan la concentnacl6n 
del virus. Usualmente las temperaturas baJas 
retardan su multiplicacl6n, pero las 
temperaturas mds altas Inducen su mutacl6n. 

Generalmente, una temperatura do 20-250C 
es aproplada. 
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intensidades do luz baja tambl6n ayudan a 
inducir la multlplcacl6n del virus. En reglones
donde [a Intensidad de luz Os ms alta, la 
reduccl6n de la Intensidad de la luz a un 20% 
de la llumlnacl6n extema normal dentro del 
Invernadero favorece la multlpllcacl6n del virus 
en el hospedero. Los nutrientes do las plantas 
y la duraclon del dfa pueden afectar la 
multiplicaci6n del virus; sin embargo, sus efec-
tos no son tan importantes como los de la luz y 
la temperatura. 

Clertos virus do plantas se multipllcan durante 
largo tlempo en las hojas mlentras quo otros 
alcanzan un pica de concentracl6n dentro do 
un perfodo corto de tlempo. En clartos virus la 
concentrac16n so incrementa hasta un clerto 
nivel y luego comlenza adlsmlnuir. Es Impor-
tante cosechar las hoJas cuando la 
concentraci6n estd cerca al mbximo. Es 
tambidn Importante notar quo la concentracl6n 
del virus on partes diferentes de la planta puede
varlar muchfsimo. 

Las hojas cosechadas pueden ser al-
macenadas congelndolas a -200C. Sin embar-
go, muchos virus son Inactivados por la 
congelacI6n. Si el virus no se Inactiva, la 
congelacl6rn tiene la ventaja quo desnaturaliza 
clertas protelnas de la planta facilitando la 
purfficaci6n. 

MEDJO DE EXTRACCION 

Durante la extracci6n es muy Importante quo 
el medio de extracc16n entre en contacto In-
medlatamente con las cdlulas destruldas. Al-
gunas do las soluclones amortiguadoras 
comtznmente utilizadas son las do citrato, fos-
fato, borato y Tris-HCI. 

Para la extraccl6n de la savla do la planta se 
necesitan los sigulentes materiales: 

" morzero y pil6n (usado para extracciones 
a pequefia escala) 

" diferentes tlpos de Iicuadoras y extrac-
tores do jugo 
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. moledores 

Los virus que son estables (tal como el virus 
del mosalco del tabaco) no necesitan de un 
media de extraccl6n complejo para la 
puriflcaci6n. Sin embargo, mucho3 virus tienen 
requerimlentos ospec!flcos do pH y de 
concentracl6n de sales. Tambl6n pueden 
necesitar otras sustanclas especificas paa es
tabllizados. 

1. pH 

La concentracl6n do lones de hidr6geno (pH) 
es un factor muy Importante quo goblerna la 
solubllidad do protefnas. Las cargas en las 
protefnas del virus varfan con el pH do la 
solucl6n. La cublerta protelca del virustlene una 
carga nota de cero on su punto lso-el6ctrico, en 
el cual precipita. 

La mayorfa de los virus aicanzan su punto 
Iso-eldctrico en medio Acido. Ademds, para 
quo los virus permanezcan on la soluc16n, oi
media de extracci6n debe ser alcalino. Sin em
bargo, el pH no debe ser muy alto. En un pH 
alto, las uniones entre ]a prateina viral y Acido 
nuc~ldco so debliltan, causando un hinchamlen
to de las partlculas virales y hacl6ndolas mds 
susceptibles a endonucleasas presentes en la 
savia de la planta. 

2. Concentracifn do sales 

La establlidad do los virus tambi6n varfa con 
las diferentes concentraclones de sales del 
medio de extraccl6n. Par ejemplo, el virus del 
mosalco rayado de la cebada as ms estable 
en solucl6n amortiguadord Tris 0,1-0,2M, pH
7,0 quo a concentraclones de sales m~s bajas 
a altas. 

3. Efecto estabilizante de Ia savla 

En clettos virus el extracto crudo puade 
tambin tener un efecto estabilizante. Estos 
virus Ilegan a ser menos estables on las 
purificaclones puesto quo las sustanclas es-
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tabUilzantes son removidas. Adens, en estos 
casos, el rrledlo do extraccl6n uwado tiene que 
ser modiflcado agrogando sustanclas es-
tabilizantes en varlas etapas del proocolo de 
purlficaci6n pare garantizar la estabilidad de las 
particulas del virus. 

SI el viruses inestable, es aconsejable reallzar 
la puriflcacl6n en frfo. 

4. lones metillcos y molaridad 

Algunas virus requleren la presoncla do lones 
dlvalentescomoCa+ + 6Mg+ +paraconservar 
su Infectlivdad o preserver la intogddad de su 
estructura. Los requerlmlentos do molarldad 
varfan do acuerdo al virus, slondo algunos es-
tables en molaridades altas y otros en 
molaridades bajas. El rango de molarldad 
puede varlar desde 0,001 M hasta 0,5M. En al-
gunos casos so agrega EDTA para minimizar la 
agregacln causada por metales divalentes. El 
EDTA es un agents quelante. 

5. Componentes vegetales quo Inactivan al 
virus 

Generalmente, les materbales dafilnos 
liberados durante el homogenizado o extrac-
cl6n pueden ser reducidos por el uso de gran-
des voli~menes de soluc16n amortlguadora. 
Tambi6n se pueden aftadir productos qtufmicos 
par contrarrestar clertos tipos do componen
tes de la planta quo causan agregaci6n e 
inactivacl6n. 

La oxldacl6n de los compuestos fen6ilcos 
puede inactlvar a los virus. Esto se puede 
prevenir agregando agentes reductores tales 
como el blsulflto de sodio, hidrocloruro de 
cisterna, dcldo tioglic6lico, 6cido asc6rbico y 
mercaptoetanol. Las pol[,Droi oxidasas, en-
zimas quo contienen cobre, son a menudo 
responsables do la Inactivaclon de virus en ex-
tractosdeplantas. La presencladocompuestos 
fen6llcos en el extracto de la Planta dificulta la 
puriflcacl6n do los virus, ya sea precipitdndolos 
o lnactivndolos a trav4s do sus componentes 
oxidados. Su accl6n puede ser Inhiblda 
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agregando agentes quelantes del cobre tal
 
como el DIECA-sal s6dlca (Dietil-ditlocar
bamatode sodo) 0,01 M.
 

Los compuestos fen6licos se pueden oxldar
 
directamente o por accl6n de enzimas
 
produclendo qulnonas, las cuales son m~As ac
tivas quo los fenoles. La formaci6n do las
 
qulnonas se puede Impedir do las sigulentes
 
forrmas:
 

g 	 Compitlendo por el ox(geno en el extrac
to (2-nercaptoetanol, Acfdo asc6rblco,
 
6cido tioglic6lico, hidrocloruro do
 
clste(na).
 

* 	 Inactivando la enzima poilfenoloxidasa,
 
quo contlene cobre, con agentes quelan
tes del cobre (DIECA-sal s6dlca).
 

Las taninos presentes en los extractos do
 
plantas precipitan los virus. Esto se puede evitar
 
usando un pH alcallno, grandes vol(imenes de
 
soluci6n amortiguadora, afiadiendo alcaloldes
 
(cafeona, sulfato de nicotina), algunas protefnas

(alb~mina de huevo, leche on polvo) y
polfmeros sint6ticos (polivlnIlpirrolldona). Tanto 

los alcaloldes como las protenas y polfmeros 
sint6ticos compiteon con los virus en la 
formacl6n do agregados con los taninas. 

6. Adhivos quo eliminan protefnas y 
ribosomas do leo plantas 

Los ribosomas tlonen un coeficlente de 
sedlmentacl6n muy similar al de los virus. Por 
esta raz6n se pueden eliminar haclendo uso do
diversos adtlvos. La seleccl6n del m6todo 
depende de la establidad de los virus en la 
presencla de los adftivos usados. 

El EDTA-Na 0,01M en solucl6n amor
tiguadora de pH 7,4 destruye los ribosomas 
previnlendo su co-sedimentaci6n con el virus. 
Este m6todo sv1o puede ser usado para virus 
quo no necesitan lones metrlicos divalentes 
para su estabilidad. 

En algunos casos se puede utilizar bentonita 
pare eliminar ribosomas 18S, protelnas y restos 
verdes de cloroplastos. 
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7. Detergentes 

El Trit6n X-1 00 puede ser utilizado pam asistir 
on la llberacl6n del virus do los componentes 
celulares Insolubles como membranas. 

8. Enzimas 

En aquellos casos en los que el virus so 
encuentra restringido al floema, se puede 
utilizar clertas enzimas, como pectinasas y 
celulasas, parapermitirlalberacl6ndelvlrusdo 
los teJidos. 

DESNATURAUIZACION SELECTIVA DE 

COMPONENTES DEL HOSPEDERO 


Existen diversos m6todas pare ellminar o 
desnaturalizar selectivamente los matertales 
vegetales en el extracto de virus. Los ms co-
munes sonlos quo so describen a contlnuacl6n. 

1.Congelacifn 

Los tejidos intactos de las hojas o su extracto 
pueden ser congelados. Es ns ventajoso con-
gelar el extracto en vez del tejldo par eliminar 
algunas protefnas de la planta. 

La congelacl6n y descongelaci6n repetida es 
mrrs eficlente quo la congelaci6n do los extrac. 
tos por un perfodo largo. 

2. Calentamlento 

SI el virus tiene un punto do inactivacl6n ter-
mal alta, el calentamlento de los extractos a 
400C durante una hora 6 a 50-600C durante 10 
minutos desnaturalizard las protefnas de la 
planta. Estas protefnas desnaturalizadas 
preclpftan y pueden ser f~cllmente separadas. 

3. Solventes Orginicos 

Los solventes orgA:iicos que son parclal-
mente solubles en ague, tales como el clorofor-
mo, butanol y tetracloruro do carbono, pueden 
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ser usados pare desnaturalizar protefnas do la 
planta. Estos compuestos orgdnicos tambl6n 
desnaturalizan Iipoprotefnas. Por tal raz6n no 
deben ser usados pare la purificac16n de virus 
cublertos (Grupo 4). 

4. Precipitaci6n Selectiva usando Sales y 
Alcoholes 

Losvlrusylasproteinasdelasplantaspueden 
ser preclpitadas con el uso de sales yalcoholes. 
Sin embargo, esta propledad puede ser 
utilizada seloctivamente par procipitar las 
pratefnas de la planta dejando los virus en la 
soluci6n. La mayorfa de las protefnas del 
hospedero no se disuelven una vez quo son 
precipltadas, probablemente porque son des
naturalizados durante el procedlmlento. La 
concentracl6n de las sales necesarlas pare 
precipitar proteInas depende del pH del rnedio. 

Mlentras m.s cercano se encuentre el pH al 
punto Isoel6ctrico, los virus y las proteinas del 
hospedero son mds insolubles. Algunas 
proteinas de la plarta pueden ser precipitadas 
bajando el pH a 5,0. Las protenas de la planta 
hospedera pueden ser preclpitadas selectiva
mente afladlendo sulfato de amonlo saturado al 
40%. 

CLARIFICACION DEL EXTRACTO 

El extracto Iniclal normalmente contlenefrag
mentos grandes de tejidos, c6fulas, cloroplas
tos, nscleos, mitocondrias, fragmentos de 
membranas, virus, protefnas y sales solubles. 

El primer paso es la eliminacl6n de las 
partfculas que son mds grandes quo el virus, 
tales como cloroplastos, mitocondrias, etc. 
Esto se logra flltrando el extracto. 

La flltracl6n es un proceso muy simple, pero 
se debe tener culdado en la elecci6n del 
material. Una muestra flitrada puede ser 
precesada para ellminar teJidos grandes y
cdlulas ns fracclonadas, pasando los extractos 
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a travds do algunas capas do papal de filtro a 
varias capas do gasa, mall& fina do nylon o lana 
do vldrlo. La fIltracl6n tambi6n puede ser hecha 
a trav6s do carb6n, tlerra de diatomeas, ben-
tonita, polvo de celulosa o Celite. Gin embargo, 
estos materlales no son comdnmente usados 
en la purlficacl6n do virus de papa y camote. 

El uso do la lana de vidrio y gasa como un 
medlo do flitracl6n es solamente eficlente pare 
filtrar membranas y pedazos grandes do 
tejidos. Sin embargo, el filtrado aein contlene 
cloroplastos, ndcleos,mitocondda yotros com
ponentes junto con los virus. Por Io tanto, una 
clarlficacl6n posterior por centrfugacl6n a bala 
velocidad tlene quo ser realizada par remover
los. Una fuorza de centrifugacl6n do 10,000 g 
durante 10 minutos es generaimente suficlente. 
Este tratamlento produce un sedlmento consl-
derable qua contlene la mayorla de los "debris" 
grandes de la planta, dejando en la soluci6n 
virus, clertos ribosomaa, partfculas m~s 
pequefias quo los virus, protefnas y sales dl-
sueltas 

El extracto clarficado asl obtenido, puede ser 
aden-As procesado pare obtenor particulas de 
virus usando muchos m~todos diferentes. Al-
gunos de los m~todos quo pueden ser 
empleados son: 

" FIltracl6n por gel (agar, agarosa, 
sephadex) 

" Cristalizaci6n 
*' Preclpltaci6n iso-el6ctdca 
" Electraforesis 
* Cromotograffs do intercamblo 16nico 
• Sistemas do dcs fases 
" Ultra-centrifugacl6n 
" Centrifugaci6n a trav6s do gradlente de 

densidad 
" M6todos serol6gicos 
• Gles secos 
" Microflltros 

El procedimlento deberd ser adoptado 
dependlendo do la estaLidad del virus y do los 
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contaminantes presenie,, cn el extracto 
clarificado. 

Para los virus do papa, se utlliza comi~nmente 
la cdstalizaci6n, la preciptac!6n lso-eldctrlca, la 
ultracentrifugacl6n y la centrlfugaci6n en 
gradlentes de densidad. Sin embargo, esto no 
significa quo los otros m6todos no sean 
aproplados para la purificaci6n de virus de 
papa. Mediante e orimentos, las otras 
t6cnicas puedei. ser adoptadas para la 
puriflcaci6n do estos virus. 

1.Filtracl6n por gel (agar,agarosa,
 
Sephadex)
 

Este proceso tambi6n so conoce como 
cromatograffa de tamizado molecular y os. 
especialmente Otil para virus qua se des
naturalizan durante la centrifugacl6n a altas 
velocidades. 

La sustancla quo se va a utilizar como filtro 
molecular so empaca en una columna. Las 
mol~culas m~s pequeflas entran al gel,
mlentras quo las particulas o mol6culas rds 
grandes son excluldas o pasan ripidamente a 
trav6s del gel. La separacl6n depende de la 
porosldaddelgelydeltamahodelaspartfculas 
de virus y componentes celulares do la planta 
("debris"). El virus se obtlene diluldo en un 
volumen quo es el doble del volumen original, 
por Ioquo debe ser concentrado. 

2. Cristalizaci6n 

Pormanipulacl6n propla de la concentracl6n 
de sales, particularmente afiadlendo grandes 
cantidades de sulfato do amonlo (25%), 
muchos virus y protenas de plantas pueden ser 
preciltados o cristalizados. El precipitado asf 
formado puede ser concentrado por filtraci6n o 
por centrtfugacl6n a baja velbcldad*. Luego, el 
precipltado puede ser disuelto en un pequefio 
vlumen de soludi6n amortiguadora para ob
tener una suspensl6n do partfculas de virus. 
Esta soluci6n, sin embargo, tambln ccntendri 
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un cierto porcentaje de prote(nas del 
hospederc disuetas como contaminantes. 

Durante la erldstallzaci6n, la mayoria do las 
protefnas del hospedero crlstalizadas o 
preclpitadas son desnaturalizadas y no pueden
disoiverse cuando son resuspendidas en la 
solucl6n amortiguadora. 

Generalmonte, este proceso no se utiliza en 
los m6todos de puriffcacl6n modemos debldo 
R la sensiblildad de clertos virus a las altas 
concentraniones de sales. 

3. Procipitacl6n ioo-el6ctrica 

So oconoce tamb!n como precipitacl6n por
acidfficacl' n o par camblo de pH. Los virus son 
mol~culas anfot~dcas (quo contlenen cargas
positivas y negativas al mismo tlampo). Existe 
un valor de pH, liamado punto lsoel6ctrico, en 
el cual la carga nota do estas mol6culas se 
vuelve coro y so produce su precipitaci6n en la 
soluci6n. 

Este procedlmlonto para concontrar virus 
modlante la disminuci(n del pH hasta e! punto 
Isoel6ctrlco os muy (tl para virus quo precipitan 
a un pH Inferior a 4,5, ya quo la mayorfa del 
material vegetal precipita a un pH do 4,86 5 y 
so puede, de este modo, removelo de la 
preparaci6n antes do precipltar al virus mlsmo. 

4. Electroforesis 

Este m6todo de separacl6n so basa en la 
mlgracl6n do parttculas cargadas o mol6culas 
a trav6s de un campo elctrIco. La tasa do 
movimlento dependo, entre otros factores, de 
la carga neta de la particula o mol6cula, el 
potenclal de gradlente formado por el campo
el6ctrico y la reslstencla del medio al movimlen-
to do la particula o mol6cula. 

La electroforesls on gales (medio semi-
s6lido) do agarosa o agarosa/acrilamida so 
puede utilizar para purificar preparaciones 
vrales ya quo los virus son particulas cargadas 
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ymlgranatrav~s de un campo el6ctrico (excep
to en el punto isoel6ctdco). Sin embargo, esta 
tdcnIca no es muy utllizada para purtfIcaclones
de virus vegetales debido, en parte, a los 
pequefios voitmenes que deben ser utiiizados. 

La electroforesls con gradlentes de densidad 
(en medlo ifquido) de sucrosa en una columna 
es mds utilizada que la anterior para 
purificaclones do virus. Se puede procesar un 
volumen mucho m~s grande de la preparacl6n 
y la recuperacl6n del virus es ms ffcil. Este 
m6todo es muy valloso para purifIcar virus ines
tables o virus que poseen un coeficiente do 
sedimentaci6n similar al de los componentes 
vegetales. 

5 

Las reslnas do sercambio icnlco son 
dol eros sint tlcos quo so producen en faria 

doosfras ccon clerto ntimero do grupos 
onizabies. Unoo estas grupos so fija al 

polI'nero y otro queda libro para ser 
reemplazado o intercamblado. En resinas de 
Intercamblo cat6nico, el Ion fijado estA cargado 
negatlvamenta (anl6n) y el ion positivo (catl6n) 
puede ser intercamblado. En resinas do Inter
camblo ar'6nico ocurre lo contrarlo. De acuer
do a Iacarga, las mol6culas en la preparaci6n 
do virus son retenidas o pasan libremente. A 
pesar de quo I&cromatograffa por Intercamblo 
16nico Oscapaz do separar molculas quo tiene 
cargas el6ctdcas muy parecidas, no se usa 
comunmente para puriflcar virus debido a qua 
no slempre separa completamente al virus y 
algunas veces, 6ste queda unldo Irre
versiblemente a la resina. Normalmente so 
utilize para remover impurezas do las 
suspensl6n de virus. 

6. Slstemas do dos fases 

Tambl6n se les llama cromatograffa de
partlcl6n. La puriflcaci6n de virus utilizando dos 
fases lfquidas ha sido utilizada hasta clerto 
punto. Ejemplosdeestosslstemasdedosfases 
son: polletilenglicoi-dextran y polletilenglicol-
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Centro Internaclonal do la Papa (CIP) 

sulfato do dextran. El proceso depende de la 
concentraci6n do sales y en aigunos casos el 
virus pUodo ser concentrado, total o parclal-
mente, en la fase de menor volumzn. 

7. U,fra-centrifugatcl6n 

La ultra-centrffugacl6n en un rotor de ,ngulo 
fijo es el m6todo mns utflizado par concentrar 
virus. Las part(culas virales sedimentan contra 
las paredes Incllnadas del tubo y so desllzan a 
su parte Inferior p1am formar un "pellet". General-
msnte, este proceso toma 2 horas o menos. EsmuyImprtatocenrifgarIaproaral~nat
menortlempo poslbleporque la seimentacl6n 

a alta velocidad es un proceso f(sico muy 
severo quo puede dafar a las part(culas de 
virus. Inmedlatamente despu6s d terminada lacentrifugacl~n, el sobrenadante debe ser 
eliminado y el sodimento resuspendido n uf 
volumon pequefo do solucl6n amortiguadora. 

8. Centrifugacifn on gradlenteo de 
densidad 

Esta es la t6cnica m s utilizada para finalizar 
la purificacl6n do virus. Las preparaclones con-
centradas de virus se colocan culdadosamente 
sobro la parte superior do tubos que contlenen 
gradlento pre-formadas y se centrifugan.' 
Durante la centrifugacl6n, los virus y los con-
tamInantes vegetales so mueven a trav6s de la 
gradlente con tasas do migraci6n diferentes 
debido a las diferenclas en sus coeficlentes de 
sedimentacl6n. Despu~s do la centrffugaci6n, 
la capa quo contlene al virus puede ser obser-
vada atravs de un rayode luz dfusa como una 
banda densa opalescenteen el tubo y puede 
ser colectada manualmente con una jednga 
hipoddrmica o utilizando un fraccionador do 
gradlentes do densidad. 

9. Mdtodoe serol6glcom 

centrar virus puficado y ellmlnar contamnan-
ta. 

El primero es la cromatografla por afinidad. 
En ella, la preparacl6n viral se pasa a trav6s do 
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una columna con anticuerpos adsorbidos a la 
matriz s6lda. Las partfculas virales son 
atrapadasporlosanticuerposypermanecenen 
la columna, mlentras que los materlales vege
tales son eluldos. Las partfculas virales son 
subsecuentemente removidas de la columna 
modlante la disoclacl6n del complejo virus-anticuerpo. Esta t6cnlca ha sido exitosamente 
empleada en la preparacl6n do virus altamente 
puros pam Iaproducc16n de anticuerpos. 

El segundo m6todo es a utillzacl6n dean
tisueros para remover los antfgenos del 
hospedero. El antisuero se prepara Inyectandoen un conejo (u otro animal do sangre callente)protefnas purificadas de la planta hospedera. El 
antisuero e3luego urificado y a fraccl6n do 

gmalblnss nuacnI rprc~viral. El complejo antlcuerpo-protelna dehospedoro os removido medanto una 
contrffugaci6n a bajavelocidad y la preparacl6n 

viral so separa do las protenas solubles del 
suero medlante centrffugacl6n con gradientes 
de densidad. 

10. Geles secos o adsorbentes 

El fosfato de calcloes uno de los adsorbentes 
mds comInmente ut.lizados para la pudflcaci6n 
de virus do piantas. El precipftado fresco de 
fosfato de calclo se obtlene mezclando CaCI2 
IM y Na2HPO 4 0,2M. Este debe ser lavado 
varlas veces para remover las sales reslduale 
y luego so mezcla con la preparaci6n viral. La 
mezcla adsorbente-protefna es separada luego 
por centrifugacl6n o fltmc6n. El virus tambl~n. 
puede resultar adsorbldo. En ese caso, so 
puede eluir baJo condiclones adecuadas. 

11. Microfiltroo 

Esta t~cnica ha sido ampliamente utilizada 
para la purificaci6n de virus animales. Sepueden armar sistemas do filtros con tamahos 
de poro diferentes de tal forma que la pre

filtracl6n (pars remover las part(culas ms gran
des quo puoden obstrulr los filtros do poro 
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Contro Intemacional do IaPapa (CIP) 

pequetfo) y [a concentracl6n del virus ocurra 
slmulthneamente. Este m6todo as adecuado 
par mol6culas globulares y para virus abas-
tonados flexIbles como el virus del mosaico del 
tabaco. No es recomendable para mol6culas 
flexibles ffliformes, ya que pueden romperse por 
la fuerza do torsl6n de la filtracl6n y sus frag-

mentos pueden obstruir los fifIros. Otra desven
taja es que los virus pueden Ilegar a adherirse 
a los filtros do pre-filtrado. Una forna de evitar 
la pdrdlda de virus es utilizar filtros con un 
dllmetro do poro por Iomenos 10 veces mds 
grande quo el tamaflo del virus que va a ser 
filtrado. 

Las Unidadet Tcnicas do Capacitaci6n (TrU), constituyen materlales impresos do estudios pare
as profeslonales involucrados an actividades de capacitaci6n desarroiladas por el CIP y estAJ 
onstitulda por una serle de fasciculos susceptibles a ser actualizados. 
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CMWJM CMLA WUW CW1UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

6.0 PURIFICACION 

Fasclculo 6.2 Protocolos dp Purificacl6n de Virus de 
Plantas 

Las preparaclones de virus purificado son 
necesarlas para el estudlo de las propledades 
flsicas y bioqufmlcas del mismo, para la 
produccl6n de antlsueros especfficos, para la 
preparaci6n de sondas o "probes" de dcldos 
nuclelcos complementarlos a la secuencia viral 
y para la determltiacl6n de productos finales de 
traduccl6n. 

Generalmente, una purificacl6n comprende 
los slgulentes pasos: 

Clarlflcacl6n 
(baja velocidad) 

Sedlmontacl6n 
(baja velocidad) 

Clarficacl6n 
(baja velocidad) 

Sodimentacl6n 
(alta velocidad) 

Ciaa vecifacI 
(bajavelocidad) 

Centrffugacl6n engradl)ntos do denidad 
(aha velocidad) 

Fracclonamlento 

Sedimentaci6n 

VIRUS PURIFICADO 
Una vez que se ha obtenido el virus 

purlflcado, es necesarlo determlnar su 

Febrero, 1903 

concentracl6n. Para ello, se debe preparar una 
dilucl6n del virus (normalmente 1/20) y leer su 
absorbancla a OD2W. Esta lectura debe ser 
corregida por la dlluci6n utilizada y luego
dlvidlda por el coeficlente do extincl6n del virus. 
El coeficlente do extincl6n es una caracterfstica 
propla de cada virus y representa la absorban
cla do una concentraci6n de 0,1% (1mg/ml) del 
mlsmo con un pasaje 6ptico de radlacl6n do 1 
cm utilizando una longitud de onda de 260 nm. 
El coeficlente do extincl6n se representa con el 
sigulente sfmbolo: 

E0,1% 

1cm, 260 nm 

Por ejemplo, sI una preparacl6n diluida 1/20 
de APLV (componente bajo, "bottom") tlene un 
valor do OD26o de 0,37 y su coeficiente de 
extinci6n es do 9,6, la concentracl6n de virus 
serd: 0,37 x 20 = 7,4 

7.4 / 9,6 = 0,77 mg/ml 

Utilizando cbdculosslmples se puede conocer 
tambl6n los mg totales en la puriflcaci6n y elrendimlento do virus por kg de tejldo do la 
planta hospedera. 

Es recomendable quo en cada uno do los 
pasos finales d& la purlflcacl6n, so tomen 

pequeflas muestras de la preparacl6n para que 
sean analizadas bajo el mlcroscoplo
electr6nlco. Do esta forma, se puede saber sl 
se esti obtenlendo virus cada vez m~s con
centrado y llbre de contaminantes. A 
contlnuacl6n se describen los protocolos de 
purfflcacl6n de los virus de papa m~s comunes. 
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Centro IntoadonaI do la Pa (CIP) 

Virus M de la papa (PVM) 
t ............ r t esJ 01pImPne
...... 0o 

Tamperatura-ddtrabajo:~.~ be ieo ...... 

: .... LYcO foI 

Extraccl6n
 
Homogeneizar el material vegetal con 2volimenos (por peso de hojas) de
 
solucl6n amortiguadora fosfato ,1MpH 8,0 y 0,5% de 2-mercaptoetanol
 

I
 

Filtrar con gasa
 
Agregar 10% (v/v) de tetracloruro de carbono (CC4) y 8% (v/v) de 1-butanol
 

Emulsiflcar durante Imlnuto
 

Clarificar 
7 840 g durante 10 minutos 

. " ...... sobrenadante:Procesar 

Sedlmentar 
72 527 g dlurante 90 mlnutos 

- Procesar sedmento 
Resuspender en solucl6n amortiguadora 

fosfato 0,01 M pH 7,5
(1/10 del volumon original) 

durante toda [a noche 

Clarificar 
7850 gdurante 10 mlnutos 

Contln(a .... 
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Centra Intamaclonal de la Papa (CIP) 

I Procesar sobrenadante 

Sodlimentar 
Sobre colch6n de sucrosa a!20% (p/v)
 

I ml por tubo
 
160 440 gdurante 90 mlnutos
 

Pr Procesarsedimento 
Resuspender en solucgn amortlguadora fos
fato 0,01M pH 75 (1/50 del volumen original)durante toda la noche 

Cladificar 

7 840 g durante 10 mnutos 

Fraccionar
 
Colectar la banda quo contlene virus en la gradlente
 

Procesar las fracclones 
Diluir 1:3 en solucl6n amartiguadora fasato 0,01 MpH 75 

Sedimentar 
102 681 gdurante 60 mlnutos 

ContFnOa... 
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Centro Intemaclonal de ILPapa (CIP) 

Procesar sed/mento
Resuspender en solucl6n amortiguadora 
fosfatoO,01M pH 7,5 (1/100 del volumen 

original) durante toda la noche 

Clarificar
 
7 959 g durante 10 minutos
 

I Procesar sobrenadants 

Centrifuger on gradlentes doe denalded
 
Preformnadas de cloruro de ceslo (CsCl a 30, 60 y 90%, p/v)
 

128 028 g3 durante 5 horas
 

Fraccionar
 
Colectar la banda que contlene virus en la gradlente
 

Dlulizar 
Durante toda la noche
 

Realizar 2 camblos de 21 cada uno con solucl6n
 
amortiguadora fosfato 0,01 M pH 7,5
 

Leer absorbancla
 
En un espectrofot6metro
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CorAf Intomacionat do InPapa (CIP) 

Virus X de la papa (PVX) 

......~ lib.... o .. . . .l s. 

Extraccl6n 
Homogenelzar el material vegetal (50 a60 g) 

con 2volOmenes (par peso de hojas) de 
solucl6n amortiguadora fosfato 0,1M pH 8,0 

con 0,2% do 2-mercaptoetanol y10% do etanol 

I 

Filtrar el extracto 
a travds de 3 capas do gasa 

Clarificar 
7840 gdurante 20 minutos a40C 

Procesar sobrenadante 
Adiclonar 1%de Trft6n X-100 
AgItar durante 1hora a40C 

Clarificar 
5 500 g durante 20 mlnutos 

NProcesar. sobrenadanto 

Adiclonar 0,2M do NaCI y 4% do
 
PEG (PM 6000 a8000)
 

Agitar I hora a 40C
 
Incubar 1hora atemperatura amblente
 

en reposo
 

Sedimentar 
7840 gdurante 30 mlnutos 

ContlnOa .... 
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Centro Intemacional do la Papa (CIP) 

Pr Procesarsedmento (a 4°C)
Resuspender en 8 ml do solucibn amor

tlguadora fosfato 0,05M pH 8,0 con I1%do 
Tritbn X-100 y ensegulda enJuagar los tubos 

con 2 ml de la misma soluci~n 

Cladftar
 
7 840 g durante 10 mlnutos
 

M Procesar sobrenadante 

Centrifugar
 
Sobre colch6n do sucrosa al 30% (plv)
 

72 527 gdurante 150 mlnutos
 

1 Procesar sedimento 

Resuspender con 0,5 ml do solucln amorti
guadora fosfato 0,05M pH 7,2 utillzando un 
agltador rotatorlo a 200 rpm toda la noche 

Clarificar
 
1 988 g durante 5 mlnutos a 40C
 

Procesar sobrenadante 

Centrifugar en gradlentes de donsidad 
De sucrosa (10 a 40%, pv) en solucl6n 

amcrtlguadora fosfato 0,01M pH 7,2 
con 0,01 Mdo EDTA en rotor do columplo 

96 500 gdurante 75 minutos 

Cont/n~a .... 
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Centro Internaclonal do I& Papa (CIP) 

Fraccienrr
 
Colectar las bandas que contlenes virus
 

6n la gradlente
 

Procesarfracclones 
Dluir con Igual volumen de solucl6n 
amortiguadora fosfato 0,01 M pH 7,2 

Sedimentar
 
102 681 gdurante 60 mlnutos
 

~Procesar 	 sedimento 

Resuspender con 0,4 ml de solucl6n 
amortiguadora fosfato 0,0 1M pH 7,2 

Agitar a 4°C durante toda la r.oche 

Clariflcar
 
5 089 g durante 10 minutos
 

J ~ Procesar sobrenadante 

; .....	 Resuspender con 0,4 ml de soluci6n 
amortiguadora fosfato 0,01 MpH 7,2 

Leer absorbancia 
En un espectrofot6metro 
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Centro Ifmaolonai do I&Papa (CP) 

Virus A de ia papa (PVA) 
P..nta o.pedera1.N1..t..nI..ccidenWalls. 

-oech: 	 18 a20,dascidespu dl -.1culac6n Coshar. 
solamente el llimbodelashojas.

'Temperatura:do tr.abaj& .w- 4,CPSobar6ehlgr,.. 

Extreccl6n
 
Homogenelzar Pl material vegetal con 2 volimenes
 

(por peso de hojas) de solucl6n amortiguadora
 
fosfato 0,2M pH 8,0 con 0,5% de 2-mercaptooanol,
 

IM do Orea y 0,01M de EDTA
 

Cladiflear 

7 840 g durante 30 mlnutos 

Procesarsobrenadante 

Agltar a 4C durante ,3 horas 

Clarifb 	 nr7 840 g durante 10 minutos 

Ji : i~ ,:. : :::i]Procesar i 	 sobrenadante 

tato ioapH 6,1,5co n 1 0e0TAy1 

Centrlfugar
 
Sobre colchbn de sucrosa s 30% (ptv) en soluclbn amortiguadora
 

citrato 0,05M pH 6,2 con 0,01 MEDTA a 72 527 g durante ISO mlnutos
 

t :1Procesar 	 sidimento 
.......................... .:.:i]Resuspender 

trato0,05M pH 6,2 con 0,01 Mde EDTA y 1 % 
de Trtt6n X-1 00; agitara 43C toda la noche 

.	 en solucibn amortlguadora ci

Cont/n~a .... 
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Contra hremadonal de la Papa (CIP) 

Cladificar
 
5 500 g durante 15 minutos
 

0I
 

Centrifugar
En colch6n de sucrosa al 30% (p/v)en solucl6n
 

amortiguadora citrato 0,01M pH 6,2 con 0,01M de EDTA
 
160 440 gdurante 150 minutos 

,Resuspender en solucl6n amortiguadora
citrato 0,01 MpH 6,2 con 0,01 MEDTA a 4°C 

durante toda la noche 

Clarificar 
5500 g durante 15 minutos 

i i ::lProcesar sobrenadante 

Centrifugar on gradlentes de denidad 
De sucrosa (10 a 40%, plv) en solucl6n
 
amortiguadora citrato 0,01M pH 6,2 con
 
0,01 Mde ECTA en rotor do columiio
 

128 028 g durante 40 minutoz
 

Fracclonar
 
Colectar la banda que contlone virus on [a
 

gradlente
 

Contin~a .... 
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Centro Intemaclonal de IaPapa (CIP) 

Sedimentar
 
102 681 g durante 60 minutos
 

Procesar sediniento 

Resuspender en solucl6n amortiguadora 
fosfato 0,01 MpH 7,2 agltando suavemente 

durante 6 horas a 40C 

Clariflcar 
5 500 g durante 10 mlnutos 

h w Sobrenadante 

VIRUS..PURIfICADO0 

Leer la absorbancla 
En un espectrofot6metro 
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Contro Intemacional do InPapa (CIP) 

Virus S de la papa (PVS) 

.. ....soa. .. 7rt d a.h...... .......ib 


Extraccl6n
 
Homogenelzar el material vegetal con 2 volhmenes
 

(po peso de hoias)do sulucl6n amortlguadora

fosfatp 0,1M pH 8,0 con 0,15% de 2-mercaptoetanol
 

y 10% de etanol
 

Flltrar el extracto 
J Atrav6s de 3capas de gasa 

Clarificar
 
5000 gdurante 20 mlnutos
 

I Procesar sobrenadante 

Adiclonar 4% de PEG (PM 8 000)
y 1 % do Trit6nX-1 00 

Agitar a 4°C durante 60 minutos 

Sedlmentar
 
5 000 g durante 10 mintos
 

Procesa r sed/mentoW.3.A.' Resuspender con solucl6n amortiguadora 

fosfato 0,05M pH 8,0 (1/10 del volumen 
original) con 1mM de EDTA 

Clarificar
 
10 000 gdurante 20 mlnutos
 

Contin(ja ....
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Centro Intemaconal do IaPapa (CIP) 

Procesar sobrenadante 

Centrifugar
En colch6n do sucrosa al 20% (plv) 

160 000 g durante 3 horns 

Procesar sedimento 
Resuspender en solucl6n amortiguadora 
fosfato 0,05M pH 8,0 con 1mM de EDTA 

Clarfcar
 
5 082 g durante 15 minutos
 

~Procesar Sobrenadante 

Contrifugar en gradlentes do donsidad
 
De sucrosa (10 a 40%, p/V) en soluc16n amortiguadora fosfato
 

0,05M pH 8,0 con ImM do EDTA en rotor do columplo
 
100 000 gdurante 60 mlnutos
 

I 

Fracclonar
 
Colectar la banda quo contlene virus en la gradlerte
 

I 

Sedimentar 
102 681 gdurante 60 mlnutos 

Procesar sedimento 

Resuspender con solucl6n amortiguadora 
fosfato 0,05M pH 8,0 con 1mM de EDTA 

durante toda la noche a 4°C 

Contn(ja .... 
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Centro Itema-lonal do laPapa (CIP) 

Clariticar
 
5 089 g durante 15 mlnutos
 

#::: 
 Procesar sobrenadante 

Centrifugar an gradlentes do densidad 
De sucrosa (10 a 40%, pv)en solucl6n e.mortliguadora fosfato


0,01 M pH 8,0 con 0,01 Mde EDTA oe, rotor de columplo

128 028 gdurantae 4o minutos
 

Fraccionar
 
Colectar la banda quo contlene virus en la gradlente
 

Sed!mortar 
102 681 g durante 60 minutos 

(I Procesar Sedimento 

SResuspender en solucl~n amortlguadora
Ifosfato 0,01 MpH 8,0 (volumen final: 1 6 2 ml)| 

Clariflcr 
5089 gdurante 10 minutos 

I 
 Sobrenadan~te 

Leer Inabsorbancla
 
En un espectrofot6metro
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COntra bfWnaona dole Papa (CP) 

............ 


....
..... 


Virus Y de la papa (PVY ° )
 
l :i~i'i' ., en. s : i: ......:.iiii
ii !€t i~;.!d ........i!i!ii!;.i:... ..i ~iiii~~
 

.... 6 a s : actInd cc't'n ~ev 

Extraccl6n
 
Hom genizar el material vegetal con 2 volimenes
 

(por peso do hojas) de solucl6n amortiguadora

fos ato do sodlo y potaslo 0,2M pH 8,0
 

con 0,2% de 2-mercaptoetano y 0,01 Mdo EDTA 

Fltrar el extracto
 
A trav6s de3capas de gasa
 

Clarificar
 
7 840 g durante 20 minutos
 

Procesar sobrenadante 
Adlcionar 1%do Trdt6n X-100 

Agitar a 40C durante 120 mlnutos 

Clarifcar
 
7 840 g clurante 20 minutos 

Procesar sobrenadante 
Adiclonar 4% do PEG (PM 6000 a8000) 

y 0,2M de NaCi
 
Agltar a 40C durante 60 minutos e Incubar a
 
temperatura amblente durante 60 mlnutos
 

Sedimentar

7 840 g durante20 mlnutos 

Contin a....
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Centro I na do I&Papa (CIP) 

I Procesar sedimento 

Reo~uspender on agftac16n con solucl6n 
amortiguadora fosfato do Na y K0,02M pH 

7,2 con I1%do Trf6nX-1 00 (1/S del volumen 

original) a 04 Cdurante toda la noche 

Clarifcar
 
5 089 gdurante 10 mnutos
 

Cen a ngralentsdodr 

En colchdn do sucrosa a 30% (p/v) on soluci~n amortlugudora fosfato do Nay K0,05M pH 7,2
(KHn do muestra por 6e lde sucroma ad30%)72 527 g durante ISO minutos 

enProcesar sedmentoResu,'pender en soluci6n amortiguadora 
fosfato de Na y K0,01 MpH 7,2 con 0,01 M 

do EDTA (1/30 del volumen original) 

a 40C durante4 horas 

Cla3fPcar5 089 g durante 10 mlnutos 

I Procesar sobrenadante 

Agregw 0,5 g do CsCI 
porcada 1,5 ml de muestra 

Cgrdrifugar on gradientesdo donsidad
 
Preforrnadasde cloruro de ceslo (CsC aa130, 60 y 90%, pv) an solucl6n amortlguadora fosfato
 

de Na y K0,01 MpH 7,2 con Om,0 e EDTA (1,6 ml do muestra por 3 ml de gradlente)
 
on rotor de columplo
 

128 028 g durante3 horas
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Centro Inflmadonal do la Papa (CIP) 

Fracclonar
 
Colectar la banda quo contlene virus en la gradlente
 

Procesar fracciones 
Adicionar Igual volumen do soluci6n amortiguadora fosfato
 

do Na y K0,01 M pH 7,2 con 0,01 Mdo EDTA
 

Sedimentar
 
102 681 g durante 60 minutos
 

Procesar sedimento 
Resuspender en solucl6n amortiguadora
 

fosfato de Na y K 0,01 M pH 7,2
 
(1/50 del volumen original)
 

a 40Cdurante toda la noche
 

Clariflcpr
 
5 089 g durante 10 mlnutos
 

iSobrenadante 

VIRUS PURtIFICA0O 

Leer Iaabsorbancla 
En un espectrofot6rmtro 
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Centro Intrmaloonal do IaPapa (CIP) 

Virus andino del moteado de la papa (APMV) 
.PI~t!! oWec orp? Hflbrk0 Nicotlanacleveland/!X Nicotlana bINeipvi

Co :iii : ;18 a 20 das dospu*s diano iacfI5.1 

Extraccl6n
 
Homogeneizar of material vegetal con 2 vol6menes
 

(por peso do hoJan) de solucl6n amortiguadora
 
fosfato de sodlo y potaslo 0,2M pH 8,0
 

con 0,2% de 2-mercaptoetanol y 5mM de MgCI2
 

Filtrar
 
A trav6s do 3 capas de gasa


Emulsiflcar con cloroformo at 20% (v/v)
 

Clariflcar
 
5 500 g durante 20 minutos
 

Procesar sobrenadante
Aftadir 0,2M de NaCI y 6% (p/v)do PEG 

(PM 6 000 -8 000), mezclar e incubar a 40C 
durante 120 minutos 

Sedimentar
 
5500 g durante 30 mlnutos
 

Procesar sedimento 
SResuspender con solucl6n amortiguadora 

fosfato do Na y K0,05M pH 8,0 con 5mM do
 
MgCI2 (40% del volumen original)
 

Agitando durante 120 mlnutos
 

Conin(ja ....
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Centr Intemaonul de I&Papa (CIP) 

Clarificar
 
2 500 g durante 10 mlnutos
 

- Procesarsobrenadante 

Contrifugar
 
En colch6n do sucrosa al 20% (pv) 1 ml de muestra por tubo
 

160 500 g duranto 60 minutos
 

I Procesar sedimento 
Resuspender en solucl6n amortiguadora
 

fosfato do Na y K 0,05M pH 8,0 con
 
5mM do MgCI2
 

a 40Cdurante toda la noche
 

Clariflcer
 
2 500 g durante 10 m,nutos
 

.... ..... Procesar sobrenadante 

Contrifugar en gradlentes do densidad
 
Do sucrosa (10 a 40%, pv) en solucl6n amortiguadora fosfato do Nay K 0,05M pH 8,0
 

con 5mM do MgCI2 en rotor de columplo
 
100 000 g durante 3 horas
 

Fraccionar
 
Colectar las bandas quo contlenen virus on la gradlente
 

I 

Procesar las fracciones 
Diulr 1:1 (vlv) con solucl6n amortiguadora fosfato do Na y K 

0,05M pH 8,0 y 5mM do MgCI2 
Contin(a .... 
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Centro Intsmnaale a Papa (CIP)dl 

Sodimentar 
170 000 gdurante 120 mlnutos 

Procesar sedmento 
;W :-Resuspender en solucl6n amortiguadora 

fosfato de Na y K 0,005M pH 8,0 
con 5mM de MgCt2 

Clarificar 
2 500 gdurante 10 minutos 

~Procesar sobrenadante 

Centrifugar en gmdlentes do densided 
De sucrosa (10 a 40%, pNv) en solucl6n amortiguadora fosfato de Na y K0,05M pH 8,0
 

con 5mM de MgCI2 en rotor de columplo
 
100 000 g durante 3 horas
 

Fraccionar 
Colectar las bandas que contlenen virus en la gradlente 

Procesar las fracciones 

Diluir 1:1 (v/v) con solucl6n amortiguadora fosfato de Na y K0,05M pH 8,0 y 5mM de MgCI2 

Sedimontar 
170 000 gdumnte 120 mlnutos 

Procesar sedimento 
Resuspender en soiuci6n amortiguadora 

fosfato de Na y K0,001M pH 8,0 

Continda .... 
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Ctro ktemracional do to Papa (GIP) 

Lw Isabsorbancla 
En un espectrofot6metro 
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Centro Intemnadonal do la Papa (CIP) 

Virus de la mancha anillada del tomate (TRSV) 
~j.Plant bospeedrarg:Nlc N~ tlanai 

Extmccl6n
 
Homogeneizar el material vegetal con 1 volumen (por peso de hojas)
 

do solucl6n amortiguadora fosfato 0,07M pH 7,0 con 0,01 M de EDTA y
 
0,1% de dcldo tiogllc61lco 

Filfror el extracto
 
Atrav6s de 3 capas de gasa
 
Emulsiflcar con 1volumen
 

de cloroformo 

Procesar el extracto 
Agftar blen y dejer en reposo 1 hora
 

Colectar la fase acuosa
 

Cladiflcar
 
8 000 g durante 20 mlnutos
 

Procesar Sobrenadante 
4 Precipitar con 6% do PEG (PM 8 000) y 

0,3M do NaCI 
Agitar durante 1 hora a 40C 

Sadimentar
 
9 600 g durante 20 mlnutos
 

Procesar sedmento 
Resuspender con 10% do 

soluclin amortiguadora fos
fato 0,07M pH 7,0 con 0,01 M 

de EDTA durante 3 horas 

Contin~a .... 
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Contro Intrnaclonal do Is Papa (CIP) 

Cladificar
 
5 500 g durante 10 minutos
 

! Procesar Sobrenadante 

Centrifugar en gradlentes do densidad 

Do sucrosa (10 a 40%, p/v)en solucl6n amortiguadora 
fosfato 0,07M pH 7,0 en rotor de columplo

96 500 g durante 45 minutos 

FbPccionar
 
Colectar la banda que contlene virus en la gradlente
 

Sedimenter
 
160 440 g durante 60 minutos
 

: . Resuspender sedimento 
........ En soluc16n amortiguadora fosfato 

0,07M pH 7,0 

Lear Inabsorbancle
 
En un espectrofot~metro
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Centro Intomaclonui do I&Papa (CIP) 

Virus del enrollamiento de la hoja de papa (PLRV) 

.fqu.do Extraccl6nPulverzar el maters vegetal congelado con ntrbgeno y 
agregar 2 vo.~menes (por peso de hoJas) de solucln 

amortiguadora citrato do sodlo 0,1M pH 6,0 con 10 mM de EDTA,
1,5% de celluclasty 0,1% de Scido tiogl!c6JIco

Agitar a temperatura amblente durante toda la noche 

Homogenizar

La preparaci6n en una Ilcuadora
 

Filtmr el extracto
 
A trav6s do tres capas do gasa


Emulsiflcar con Igual volumen de cloroformo y de butanol
 

Clarificar
 
9 600 gdurante 35 minutos
 

Procesar sobrenadante 
.
 .... Agregar 0,4M do NaCI y 8% do PEG 

(PM 6 000 a 8 000) 
Agftar a 40C durante 2 hors 

Sedlmentarn 
9 600 g durante 40 mtnutos Procesar sedimentResuspender en soluci 5n

amortiguadora fosfato d
~sodlo 0,02M pH 7.6 

: tAgitar a 4°C toda fa noc;he 

Contin~a .... 
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Cento Int ndonal do InPapa (CIP) 

Clarificar
 
5500 g durante 15 minutos
 

~l
Ptocesar sobrenadante 

Contrifugar
 
En colch6n de sucrosa al 20% (plv) en solucl6n amortiguadora fosfato do sodlo 10rmM pH 7,6
 

140 000 gdurante 180 mlnutos
 

~Procesar sedimento 

Resuspender en soluclbn amortiguadoma
 
fosfato de,sodio lOmM pH 7,6
 
a 4°C dlurante toda la noche
 

Clarificar
 
5500 g durante 15 mlnutos
 

.Sobrenadante 

Centrifugar on gradlentes do densidad
 
Do sucrosa (10 a 40%, plv) en solucl6n amortiguadora fosfato de sodlo 10mM pH 7,6
 

en rotor do columplo
 
82 737 gdurante 75 minutos
 

Fraccioncr
 
Colectar las banclas quo contlenen virus en la gradlente
 

Sedimentar las fracciones
 
160 440 g durante 180 minutos
 

Contin(a ....
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Centro Inbmaclonal do I Papa (CIP) 

Procesar sedmento 
Resuspender en solucl6n amortiguadora
 

Tosfato do sodlo lOmM pH 7,6
 
a 40C durante toda la noche
 

Clariffcar
 
5 500 g duranto 15 minutos
 

Sobrenadante 

Centrifugar on gradlentes do densidad
 
Preformadas de cloruro de ceslo (CsCI al 30, 60 y 90%, ply) en solucl6n amortiguadora
 

fosfato do sodlo 10mM pH 7,6
 
en rotor de columplo
 

128 028 gdurante 4a5horas
 

Fracclonar
 
Colectar las bandas quo contlenen virus en la gradlente
 

Diaizar 
Las fracclones contra solucl6n amortiguadora fosfato
 

de sodlo 10mM pH 7,6 con 2 cambios do 1Iltro cada uno
 
a 40C durante toda la noche
 

.,~.. 
.... .. 

Leer la absorbafncla
 
En un espectrofot6metro
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Centro Iternatoonal do Ia Papa (CIP) 

Virus T de la papa (PVT) 
..~~d....... u o....
..ra . 

(~ouevha, .15 a 204 dfasopt6ik o I' Inoual 

Extraccl6n 
Homogenelzar el material vegetal con 2 volmenes 

(por peso de hojas) do splucl6n amortiguadora 
fosfato 0,06M pH 7,0 

Filtrar el extracto
 
A trav6s do 3 capas de gasa


Adiclonar bentonita (1/20 del volumen original)
 
y observar la formacl6n do una granuLacl6n verde 

Cladifioer 
10 000 g durante 20 minutos 

.• Procesar sobrenadante 
Filitrar a trav6s do fibra do vldrlo
 

AdIlclonar PEG (PM 8 000, 1/20 del volumen
 
original) y agitar durante 1 hora a 40C
 

DeJar "eposar10 minutos a temperatura
 
amblente
 

Sedment9r3n10 000 g durante 20 minutos 

I . Resuspender sedimento 

En soluci6n amortiguadora fosfato 
0,06M pH 7,0 durante toda la noche 

Contlndja .... 
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Centro IntmaclontI do IaPapa (CIP) 

Clarificar
 
2000 g durante 8minutos
 

--- Procesarsobrenadante 

Sedimontar
 
160 500 gdurante 60 mlnutos
 

1I Resuspender sedlmento 
En 1ml de solucl6n amortiguadora 

fosfato 0,06M pH 7,0 

Centrfugr en gradlentes do densidad
 
De sucrosa (10 a40%, pv) en solucti6n amortiguadora
 

fosfato 0,06M pH 7,0 en rotor de columplo
 
84 200 gdurante 45 mlnutos
 

Fraccionar 
Colectar la banda que contlen~e virus on la gradlente 

.I 
Secilmentar 

160 500 g durante 60 minutos 

.. Resuspender sedimento 
.En.. **.-*<:- solucl6n amortiguadora fosfato 

0,06M pH 7,0 durante toda la noche 

Centrifugar en gradlentes do densidad
 
De sucrosa (10 a40%, pv)en solucl6n amortiguadora
 

fosfato 0,06M pH 7,0 en rotor de columplo

84 200 gdurante 45 mlnutos
 

ContinOa .... 
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Cowt rnteional do la Papa (CIP) 

Fracclonar
 
Colectar la banda que contlene virus en la gradlente
 

Sedmentar
 
160 500 gdurante 60 mlnutos
 

Resuspender sedimento 

En solucl6n amortiguadora
fosfato 0,06M pH 7,0 

I VIRUS PURIFICAIDO 

Leer la absorbancia
 
En un esipxtrofot6metro
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Cen ntotaoona- do la Papa (CIP) 

Virus andino latente de la papa (APLV) 

20..aet 18.. .......... s n~ulcJn
 

Extra ccl6n
 
Homogeneizar el material vegetal con 2volimenes


(par peso de hojas) de solucl6n amortiguadora
 
fosfato de sodlo ypotaslo 0,2M pH 8,0
 

con 0,2% de 2-mercaptoetanol y 5mM de MgCI2
 

Filtrar
 
Atrav6s do 3capas ae gasa


Emulsificar con cloroformo al 20% (v/v)
 

Clariflcar 
5 500 g durante 20 minutos 

Procesar sobrenadante 
Afadir 0,2M de NaCI y6% (p/v) do PEG

(PM 6 000 -8 000), mezclar e Incubar a 40C
durante 120 mlnutos 

Sedimentar 

2 500 g durante 30 minutos 

Procesar sedimento 
Resuspender con solucl6n amortiguadora
 

fosfato do Na yK0,05M pH 8,0 con 5mM do
 
MgCI2 (40% del volumnn original)


Agitando durante 120 minutos
 

Conn~a .... 
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Centro Internacional do la Papa (CIP) 

2500 g durante 10 mnutos 

.... I I Procesar sobrenadante 

Coentrifdgar
 
En colch6n d sucrosa aen20% (pt1r de muestra por tubo
 

160 500 g durante 60 mnutos
 

r...srProcesar sedmento
 
D..luir : ' . Resuspender on solucl6n amortiguadora 

fosfato de Na y K0,05M pH 8,0 con 

5mM d MgC2
a 40C durante toda la noche 

Clarliflepr 

2500 gdurante 10 mlnutos
 

IJProcesar sobrenadante 

Centrifugar on gradlentes do denaidad
 
Do sucrosa (10 a 40%, p/v) on solucl~n amortlguadora fosfato do Na y K0,05M pH 8,0
 

con 5rnM de M9C12 on rotor de columplo
 

100 000 gdurante 3 horas
 

Fracclonar
 
Colectar las bandas que contlenen virus en la gradients
 

Procesar las fracclones 
Dllulr 1:1 (v/v) con soluclbn amortiguadora fosfato de Na y K 

0,05M pH 8,0 y5mM de M9C02 
Continda .... 
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COentro Intemacional do la Papa (CIP) 

Sedimentar
 
170 000 gdurante 120 minutos
 

SProcesar sedimento 
Resuspender en solucl6n amortiguadora
 

fosfato do Na y K 0,005M pH 8,0
 
con 5mM de MgCI2
 

Clarificar 
2 500 g durante 10 minutos 

"Procesar...... sobrenadante 

Centrifuger en gradlente do donsidad
 
Do sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucl6n amortiguadora fosfato do Na y K0,05M pH 8,0
 

con 5mM de MgCI2 en rotor de columplo
 
100 000 g durante 3 horas
 

Fracclonar
 
Colectar las bandas quo contlenen virus en la gradlente
 

Procesar las fracclones 
Diluir 1:1 (vv)con solucl6n amorilguadora fosfato do Na y K0,05M pH 8,0 y 5mM do MgCI2 

Sedimentar
 
170 000 gdurante 120 mlnutos
 

Fobe...1......... Procesar selpmento
' i Resuspender en solucl6n amortiguadora 
fosfato de Na y K0,001 MpH 8,0 

Contin(a ....
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Centro Intomnacional de la Papa (CIP) 

Cladiflcar
 
2 500 g durante 10 minutos
 

.Procesar sobrenadante 

Centrifugar en gradlentes de densidad 
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucl6n amortIguadora fosfato de Nay K0,05M pH 8,0
 

con 5mM de MgCI2 en rotor de columplo
 
100 000 g duranto 3 horas
 

Fracclonar 
Colectar las bandas quo contlenen virus en [a gradlente 

Procesar /as fracciones 
Diluir 1:1 (vlv) con solucl6n amortIguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 y5mM de MgCI2 

8edlmentar 
170 000 g durante 120 mlnutos 

Procesar sedmento 
Resuspender en solucln amortIguadora 

fosfato do Na y K 0,001 M pH 8,0 

VIRUS PURIFICADOf 

Leer la absorbancla
 
En un espectrofot6metro
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Centro Internaconal do IaPapa (CIP) 
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- . USiL A OI ! 

I 
UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA 

6.0 PURIFICACION 

Fasciculo 6.3 Conceptos Generales sobre 
Centrifugaci6n 

La centrifugac16n, en sus diferentes formas, equivalentes a ms de 250 000 g.Esta fuerza es 
os un procedimlento Indispensable en la Investi- suficlen*e para poder sedimentar macromo
gaci6n. Se utiliza mayorrnente en: 16culas do peso molecular de 10 000. 

" 	el aislamyinto do protenas, cIdos A contlnuacl6n so describen los tipos do 
nucleicos yvirus de c~lulas, 	 rotores y centrffugas ms comunes y nociones 

" 	el alslamlento do organelos celulares, te6rcas pam el clcuo de algunos parmetros 
" 	determlnacl6n del tamaflo do macromo- de centrffugaci6n. 

16culas, 
* 	 la ldentiflcaci6n de macromoldculas por 1.Rotores
 

sus caracterfsticas de sedimentaci6n, y,
 
* 	 la resolucl6n do mezclas de mol6culas y a) Rotores do columplo 

determinacl6n de su pureza. Los rotores de columplo se utilizan mayor-
En un campo do fuerza do gravodad, una mente en centrifugacl6n zonal de protefnas, 

part(cula suspendida on medlo lIfquido do una DNA y RNA, en centrifugacl6n diferenclal de 
densldad manor tiende a migrar a trav6s del fracciones subcelulares y en separaci6n zonal 
fluido en la misma direccl6n quo la fuerza do partrculas pequefias. Tambldn se utllizan 
(sedimentaci6n). Sin embargo, sl la densidad para sedImentar cdlulas anImales o vegetales a 
do la part'cula es menor quo el medlo Ifquldo, baja velocidad y an purificaclones de virus, 
el movimlento es en direccl6n opuesta especialmente cuando so realizan gradlentes 
(flotacl6n). do donsidad de sucrosa odo cloruro do cesio 

En ausencla do disturblos de conveccl6n, la y en colchones do sucrosa. 
tasa do mlgraci6n depende del tamahlo, forma 
y densidad do la partfcula, la donsidad y vis
cosidad del medlo Itquldo y la Intensidad del Nax 
campo gravitaclonal. 

Los organelos de las c6lulas del tamafho del 
n~cloo (quo se encuentren en un medlo 
aproplado) sedimentarfn on campos 
gravitaclonales relativamente bajos. Para poder 
sedlmentar particulas de menor tamaflo y 
macromol6culas, hace falta emplear fuerzas Us do ,.t" bn 
gravitacionales mayores. Existen centrffugas
disponibles quo pueden producir fuerzas Carte transversal do un rotor de columplo 
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Centro Intemaclonal do [a Papa (CIP) 

En reposo, los tubos de este tipo de rotor 
mantlenen una poslci6n vertical; en rotacl6n, 
los tubos giran perpendicularmente al eje de 
rotacl6n en poslcl6n horizontal. La distancla de 
sedimentacl6n estt dada por el largo del tubo. 

b) Rotores de dngulo fuo 

En este tipo do rotor. la distancia do sedi-
mentaclbn es menor que en los rotores de 

coluplopatfclasparticulasLa chocanhocn contra laIacolumplo. Las cntr 

pared Interior del tubo y luego s desplazan 
hacla el forido formando ui, sedimento o "pel-

let". El dngulo del rotor (X) pusde ser desde 00 
(rotor vertical) hasta 300 aproximadamente, 
dopendlendo del modelo y do las necesidades 
del investigador. 

Los rotores de dngulo fljo tionen mr6ltiples 
aplicaclones. Entre elias estAn la centrifugacl6n 
diferencial do vo imenes grandes de fracclones 
subcelulares y virus, la centrifugacl6n zonal de 
partfculas subcalulares, Ilpoprotefnas, DNA, 
etc. 

::" 

....d.........
E.Je do rotaci6n
 

Corte transversal de un rotor de Angulo fijo 
(X°)• 

c) Rotores zonales do flujo continuo 

Este tipo de rotor se utiliza para la 

centrffugac16n de tipo fluldo continuo y para 
unas varlantes especiales de gradientes de 

Febro,IMa 

densldad, principalmente la centrifugaci6n 
zonal de llpoprotefnas y al bandeamlento 
Isopfcnlco de virus y partfculas subcelulares. 
No utillza tubos de centrffuga. 

La gradlente fluye hacia el rotor en movimlen
to por medio de tubos. La muestra se coloca 

despu6s medlante el mismo sistema. Luego se 
desconectan los tubos, so asegura el rotor y seauetIavocadecnrfuclno 
aumenta la velocidad de centrifugaclbn deacu~rdo al procedimlento. El flu a del Ifquldo 

p q 
dentro del rotor se muestra en el diagrama. Una 
vez terminada la corrida, s disminuye la 
velocldad yse conectan nuovamente los ,bos, 
que a su vez est~n conectados directamente a 
un fracclonador. De esta forma puede colec
tarse la banda deseada. 

Corte transversal de un rotor zonal de fluldc 
continuo mostrando el sentido del fluJo del 
tIfquIdo en su Interior. 

d) Rotores analfticos 

Estos rotores tienen c61ulas do observacl6n 
do cuarzo que permiten el paso do la luz a trav6s 
de Iamuestra. Se utilizan principalmente en las 
ukracentrffugas analfticas para determinar las 
propledades fislcas do una muestra, asf como 

su coeficlente de sedimentaci6n 
2. Centrifugas 

a) Centrffugas de baja velocldad 

Puriflcaol6n 6.3-pag.2 
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Centro Internaoional do la Papa (CIP) 

Alcanzan velocidades de 3 000 a 5 000 rpm y
normalmente tlenen rotores de tipo columplo. 
so utilizan para la sodimentaci6n do c6lulas de 
animales o plantas. 

b)Centrffugasdevelocidadmedla 

Pueden Ilegar hasta un a veloclad do 20 000 
rpm. 

c) Centrifugas de velocidad alla (ultracen-trfugas) 

Pueden Ilegar a alcanzar velocidades ce 
hasta 80 000 rpm. Existen dos tipos bsicos: 

* Preparativas: ol contenido do los tubos se 
Praaivesps e laconid .e tlbo sanaliza despu.s do la corrida. So utilizan 
pa" purlflcaciones. 

* Analf'tlcas: el contonido del tubo so 
analiza durante la corrida. Se utilizan para 
determinar las propledades fisicas, as( 
como el coeficlente do sedlmentacl6n. 
Existon dos slstemas 6ptlcos, el do 
"schlleren" y el ultravioleta. El OItimo sis-
tema os el ms sensible. 

Uso do centrifugas de velocidad media 

Generalmente, los rotores deben ser previa- 
mente onfriados y el agua de condensacl6n 
externa debe ser ellminada. Las cavidades del 
rotor debon estar limpias y.iocas. 

Los tubos se contrapesan dos a dos y so 
colocan en sitlos opuestos dentro del rotor. 

Las empaquetaduras de la tapa del rotor 
deben estar blen lubricadas con grasa para 
vaclo (lubrIcante sllcona). 

Se deben verificar los pardmetros adecuados 
una vez quo se enclende la centrifuga: s lec-
clonar la fuerza do frenado ("brake"), la 
temperatura de centrifugacl6n deseada, la 
temperatura mdxlma sobre la cual la centrffuga 
no debe funclonar (normalmente se utiliza una 
temperatura entro 4 a 300C.) y la velocidad. 
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Abrir la tapa do la centrffuga y secar la 
humedad dentro de la cdmara. Poner el rotor 
encima del eje teniendo culdado que los pines 
del rotor encajen en el eje. Poner la tapa del 
rotor y ajustar con culdado (debe estar blen 
asegurada, pero no debe ajustarse 
demaslado). Cerrar la puerta de la centrffuga. 

Selecclonar el tiempo de-wado de centri

fugacl6n. Esperar quo so forme el vacto y empezar la corrida. 

Cuando el clclo termlna , Ia velocldad em-v
pleza a baJar. Cuando l indicador do parada 

("stop") so enclenda, abrir la pueda de 'a 
centrffuga. Desajustarla tapa del rotor y sacarlo
verticalmente. Nunca debe dejarse e[ rotor en
 
el eje despuds do terminada la corrida.
 

Secar la cdmara de la centrffuga y cerrar la 
puerta. Es Importante quo no quede hlelo en la 
c mara. Deshelar dejando ablerta la puerta con 
la centrguga apagada y secar blen. Una vez quo 
la cdmara est6 seca, prender la centrifuga, cer
rar la puerta y apagarla. El agur. on Is c~mara 
evita un buen control do temperature. 

Laver y socar el rotor y almacenarlo on 
posicl6n Invertida y destapado. 

USo do ultracentrifugas 
Enfriar previamente los rotores (con 

excepcl6n do los rotores de columplo) y secar 
el agua de condensacl6n externa. Nunca correr 
un rotor sin el disco dg "overspeed" (base de! 
rotor). Examinar las cavidades del rotor; deben 
estar limplas y secas. Contrapesar los tubos 
dosa dos y colocarlos en sitiosopuestos dentro 
del rotor. Vertficar quo las empaquetaduras del 
rotor est6n lubricadas con grasa para vacfo 
(lubricantesliicona). Asegurarse quo la tapa del 
rotor estA blen corrada. 

Verflcar el nivel do aceite de la centrffuga y 
asegurarse quo la corriente el6ctrlca sea es
table, al igual quo la presl6n del agua. 
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Encender la centrifuga y abrir [a puerta do la y la raz6n: 
cimara. SI es necesarlo, limplar y secar el Inte
rior. Colocarverticalmente el rotor en lacdmara. 
Asegurarse que los dos pines sobresallentes en fuerza centrffuga = mw2r w2r 
[a base de algunos rotores encajen perfecta- fuerza gravltaclonal mg g 
mente en los dos orlficlos del eje de la 
centrffuga. Cerrar la puerta de la cAmara. 
Vedflcar que los indlcadores acelte, balance, se conoce comi fuerza centrffuga relativa 
vaclo, frenado y modo sean los adecuados. (RCF): 

Activar el ciclo de secado. Una vez termlnado
 
6ste, selecclonar la temparatura, la velocidad y
 
el tlempo de la corrida. RCF = w2r/g
 

Inlciar el ciclo de corrida. El vacro se hard 
automdtlcamente. Esperar y observar que [a 
aguja del tac6metro Ilegue a la velocidad donde g = 9 807 mm/s 2 

deseada. SI se observa algo anormal en el 
funclonamlento de la centrffuga, abortar la cor- Par ejemplo: SI so estA utlli'ando un rotor 
rlda y Ilevar el tiempo a cero. Veriflcar las analftico a 60 000 rpm y seconsidera una fuerza 
poslbles cauls, y sies necesarlo, Ilamar a un quo adt(a en un punto a 65 mm del centro de 
t6cnlco especlalizada. rotacl6n, entonces: 

Al finalizar el tlempo de corrida, comenzard a 
descender la velocldad. Al lief 'ro"so olrd 60 000 rpm 1 000 rps 
un sonido de descenso del vac,.,.. orir la puerta 
de la cAmara y sacar verticalmente el rotor. Hay2pi (6,29)radlanes porrevolucl6n (3 60n),
 
Umplar y secar la cAmara. Corrar la puerta y entonces:
 
apagar la centrifuge.
 

w = 1000x6,29 
3. Cilculo de la fuerza centrifuga relativa w = 6,29 x 103
 

2
(RCF) w 3,95 x107 

w2r --3,95x10 7 x65 =2,57x 109
 
El campo do fuerza centrffuga as Igual a:
 

RCF = w2r 2,57 x 109 = 262 000 xg 
A 

Coma: 
donde w es la velocidad angular (Igual a 2p C 

revoluciones por segundo) y r la distancla del RCF = w2r/g, y: w = 2 rps = 2 rpm/60 
centro de rotac16n. 

se puede derIvar una f6rmula m~s 6til: 
En un campo de fuerza centrffuga, la fuerza 

quo acta sobre una partfcula de masa m es 
Igual a: RCF = 1,12 r(rpm/1 000)2 

.... .- wr-- donde r se da en milmetros. 
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4. Cooficlente do sedimentacl6n 
t = k/s,

La volocidad de sedlinentacl6n do una 
partfcula, es decir, la tasa de mlgraci6n, 
depende de su tamaflo, forma ydensidad, do la donde t so da en horas. 
viscosidad del medlo I(quido y de la Intensidad 
del campo do la fuerza centrffuga. Para utilizar esia f6rmula a menor velocidad: 

El coeficlente do sedlmentacl6n (S)es Igual a 
la velocidad en cm/s en la cual una sustancla 
sedlmentard en un campo defuerza do una dina 
(1/981 g). Su valor es pequeo y se expresa en k' = (rpm mdxlmas/rpm de corrida)2k 
unidades "Svedberg", calculado en agua a 
200 C. 

Por eJemplo, para calcular Al tiompo 

S = valor calculado x 1013 S20,w necesarlo para sedlmentar TMV (180S) en el 
rotor 65: 

Por ejemplo, el valor para l virus del mosalco kdel rotor 65 = 45; su valor mximo do rpm 
del tabaco (TMV) es 180S s deo65 000. 

5. Uso do factores K do los rotoros = (65 000/50 000)2 45 = 76,05 

Cada rotor tione un factor proplo de eficlencia 
do sedimentacl6n ("clearing factor") quo se cal- t k/S 76,05/180 = 0,42 horas. 
cula a sus revoluclones mdximas por minuto 
(k). El tlempo ten el cual una partfcula sedlmen
ta serd: 

Las Unidades T6cnlcas do Capacitaci6n (TTU), constituyen materiales Impresos do estudlos par
 
os profeslonales Involucrados en actividades de capacitacl6n desarrolladas por el CIP y estAj

onstitulda por una sere de fascfculos susceptibles a ser actuallzados. I
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